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MAURER, Jochen et al 
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The International Bureau of WIPO 
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D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 



weicKmann 
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Frist: 

PatentanwSlte 



Applicant's or agenfs file reference 
13834P WO 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/EP96/01130 



International filing date (day/month/year) 
15 March 1996(15.03.96) 



Applicant MAX _PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN E.V., 
BERLIN etal 



1. Transmittal of the translation to the applicant. 

The International Bureau transmits herewith a copy of the English translation made by the 
International Bureau of the international preliminary examination report established by the 
International Preliminary Examining Authority. 



2. Transmittal of the copy of the translation to the elected Offices. 

The International Bureau notifies the applicant that copies of that translation have been 
transmitted to the following elected Offices requiring such translation: 

CA,CN,JP,KR,NZ,US 



The following elected Offices, having waived the requirement for such a transmittal at this time, 
will receive copies of that translation from the International Bureau only upon their request: 

EP,AU 



3. Reminder regarding translation into (one of) the official language(s) of the elected Office(s). 

The applicant is reminded that, where a translation of the international application must be 
furnished to an elected Office, that translation must contain a translation of any annexes to the 
international preliminary examination report. 

It is the applicant's responsibility to prepare and furnish such translation directly to each elect d 
Offic c nc rned(Rul 74.1). See Volum II f the PCT Applicant's Guid f rfurth r details. 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer ^ 


34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/338 (July 1 996) 22261 29 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAME^rioi^^Sk^SB 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Frist: 

PatentanwSlte 



Applicant's or agent's file reference 
13834P WO 


FftR FTiDTurD ArTinisi See Notification of Transmittal of International 
AL1IUW Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP96/01130 


International filing date (day/month/year) 
15 March 1996(15/03/96) 


Priority date (day/month/year) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/62, 15/65, 15/70, C07K 16/00 



Applicant 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER WISSENSC 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 6 sheets, including this cover sheet 

K7] This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 5 sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



I 


El 


Basis of the report 


II 


□ 


Priority 


III 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 


IV 


□ 


Lack of unity of invention 


V 


IS 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


VI 


□ 


Certain documents cited 


VII 


□ 


Certain defects in the international application 


VIII 




Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

05 May 1997 (05/05/97) 


Date of completion of this report 

30 July 1998 (30/07/98) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PR 




ARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 

PCT/EP96/01130 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as 'originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

^ the description, pages 1 ' 39 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of ^ 

pages , filed with the letter of ; • 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1 - 19 



20-38 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



06 July 1998 (06/07/98) 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/28-28/28 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

the claims, Nos. 



\ | the drawings, sheets/fig 



3. Qj| This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 

to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 1-38 YES 

Claims NO 

Inventive step (IS) Claims 1-38 YES 

Claims NO 

1 - *3 ft 

Industrial applicability (IA) Claims u YES 

Claims NO 

2. Citations and explanations 



1. The present international application concerns a 
process for preparing' stable fusion proteins 
consisting of a carrier protein and a passenger 
protein, the expression of the fusion proteins 
resulting in the exposure of the passenger domains 
on the surface of gram-negative host bacteria cells. 
The present international application further 
concerns vectors and host -vector combinations for 
use in the above-mentioned process. 



4 



In the light of the international search report 
citations, claims 1 to 38 of the present 
international application must be considered novel 
(PCT Article 33 (2) ) . 



2. In order to assess inventive step in claims 1 to 38 
of the present international application, Dl (WO-A- 
95/17509) is considered the closest prior art. Dl 
describes a process for the presentation of peptides 
or polypeptides on the surface of gram-negative host 
bacteria and a process for preparing a variant 
population of surface-exposed peptides or 
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jonal application No. 
EP 96/01130 



polypeptides. These processes comprise the following 
steps : 

a) preparation of fusion genes by cloning the coding 
sequence of a desired passenger (antigen-binding 
domain of an antibody, an antigen, a receptor, a 
ligand, a nucleic acid-binding protein, an inhibitor 
or a protein having enzymatic activity) in a frame 
with the coding sequence of the transport domain of 
an autotransporter ( IgA-P- transport domain) and of a 
signalling peptide into at least one vector; 

b) varying the passenger peptide or polypeptide by 
mutagenesis ; 

c) introducing the vector (s) into host bacteria (E. 
coli) which can present the passenger (s) stably on 
the surface; 

d) expressing the fusion gene(s) into the host 
bacteria; and 

e) cultivating the bacteria to produce the 
passenger (s) stably exposed on the surface. 

The host bacteria which present the fusion 
protein (s) stably on their surface can be isolated 
by interaction with the passenger protein binding 
partner bonded to a matrix, by interaction with a 
fluorescence -marked binding partner or by 
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mal application No. 
PCT/EP 96/01130 



interaction with the passenger protein binding 
partner bonded on magnetic particles (see Dl, page 
8, line 14 to page 14 , line 28, examples 2 to 5) . 

The subjects of claims 1 to 3 8 djLffer f rom ,^t .he 
closest prior art in that the E. coli AIDA-I 

transport domain is used instead of the IgA~P- 
transport domain, and the host bacteria is 
homologous to the nucleic acid section coding for 
the transporter domain. 

The document Mol . Microbiol. 18 (1995), pp. 377 to 
382, gives an overview of the existing, prior art as 
concern's the preparation of stable fusion proteins 
which can present a passenger protein on the surface 
of a host cell by means of a transporter domain. 
Various presumed bacterial autotransporter proteins 
are shown, such as AIDA-I, for example. 

However, the prior art contains no experimental 
proof of the fact that AIDA-I protein may actually 
be suitable as an autotransporter and in particular 
as an autotransporter 1 for the surface presentation 
of recombinant passenger domains . 
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The present international application has now been 
able to demonstrate that the AIDA-I protein is 
actually an a utotransporter and that, as concerns 
export efficiency, the transporting properties^of 
the AIDA-I protein are superior to those of the IgA- 
P-transport domains^ used hitherto in the prior art. 



A further advantage of the AIDA-I transporter is 
that it has far greater compatibility with a 

homologous E. coli host cell than the IgA-(3- 
transport domains from N. gonorrhoeae. This 
advantage of greater compatibility is achieved when 
the host bacterium is homologous to the nucleic acid 
section coding for the transporter domain. 

Therefore an inventive step can be recognized in 
claims 1 to 38 of the present international 
application (PCT Article 33 (3) ) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. As concerns claims 1, 9, 20, 32 to 34 and 36 it 

should be noted that the terms "optionally" and "in 
particular" used in the claims do not restrict the 
scope of protection claimed, that is, the feature 
following such an expression is entirely optional. 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



U 



Absender: 




MIT DER tNTERN^g^EN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



WEICKMANN WEICKMANN PRECHTEL WEISS 
TIESMEYER HERZOG BOHM LISKA & HUBER 
Kopemikusstrasse 9 
D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 




MITTEILUNG OBER DIE UBERSEr> 
DES INTERNATlONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



3 0. 07.98 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
13834P WO 



WICKTTGE MmEILUNG 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP96/01130 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
15/03/1996 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
15/03/1996 



Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FOERDERUNG... et al 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen PrOfungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



dem Intemationalen Buro zur 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innertialb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermitteite Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum intemationalen vorlaufigen PrOfungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroff enen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen Prufung 
beauftragten Behorde 



Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Heisel, M 

Tel. (449-89) 2399-8051 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBEFflflfeNTERNATIONALE ZUSA^J ARBEIT AUF DEM 

^^EBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
13834P WO 


WPITFRPQ VORPPMPN siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
wci i cnco vunucncn vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP96/01130 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
15/03/1996 


Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
15/03/1996 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/62 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FOERDERUNG... et a! 



1 . Dieser internationale vorlaufige PrOfungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prutung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermrttelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bet; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens Ober Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 


E) 


BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Untertagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 




Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
05/05/1997 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

% a 07.98 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde 

Furap&isehes Patantamt 
3$S D-80298 Miinchen 
Sy* Tel. (+49-89) 2399-0. Tx; 523656 epmu d 
Fax: (449-89) 2399-4465 


BevoUmachtigter Bediensteter ^^^^"^N. 
Donath, C (\ ^ J 

Telefon (+49-89) 2399-8710 \Zs^J>^ 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 




Internationales Aktenzeichen PCT/EP96/01 1 30 



I. _Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-39 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-19 ursprungliche Fassung 

20-38 eingegangen am 



06/07/1 998 mit Schreiben vom 06/07/1 998 



Zeichnungen, Blatter: 

1/28-28/28 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP96/01 130 



Vt Begriind te Festst Hung nach Artik I 35(2) hinsichtlich d r Neuh it, d r rfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-38 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-38 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-38 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII- Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarhert der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII. Blatt 2) (Januar 1994) 



m m 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP96/01 1 30 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT __ 

Ad Sektion V.: 

1 . Die vorliegende Internationale Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
von stabilen Fusionsproteinen bestehend aus einem Tragerprotein und einem 
Passagierprotein, wobei die Expression der Fusionsproteine zur Exposition der 
Passagierdomanen auf der Oberflache von Gram-negativen Wirtsbakterienzellen 
fuhrt. Desweiteren betrifft die vorliegende Internationale Anmeldung Vektoren 
sowie Wirt-Vektorkombinationen zur Verwendung in dem oben benannten 
Verfahren. 

Im Hinblick auf die im Internationalen Recherchenbericht zitierten Dokumente 
mussen die Anspruche 1 -38 der vorliegenden Internationalen Anmeldung als neu 
betrachtet werden (Artikel 33(2) PCT). 

2. Zur Beurteilung eines erfinderischen Schrittes der Anspruche 1 -38 der 
vorliegenden Internationalen Anmeldung wird das Dokument D1 (WO-A- 
95/17509) als nachstliegender Stand der Technik herangezogen. 

D1 beschreibt ein Verfahren zur Presentation von Peptiden oder Polypeptiden auf 
der Oberflache von Gram-negativen Wirtsbakterien sowie ein Verfahren zur 
Herstellung einer varianten Population von oberflachenexponierten Peptiden oder 
Polypeptiden. Diese Verfahren umfassen folgende Schritte: 

a) Herstellung von Fusionsgenen durch Klonierung der kodierenden Sequenz 
eines gewunschten Passagiers (Antigen-bindende Domane eines Antikorpers, ein 
Antigen, ein Rezeptor, ein Ligand, einNukleinsaure-bindendes Protein, ein 
Inhibitor oder ein Protein mit enzymatischer Aktivitat) in frame mit der kodierenden 
Sequenz der Transportdomane eines Autotransporters (IgA-p-Transportdomane) 
und eines Signalpeptides in mindestens einen Vektor; 

b) Variieren des Passagierpeptids bzw. Polypeptids durch Mutagenese; 

c) Einbringen des/der Vektors/en in Wirtsbakterien (E.coli), die den/die 
Passagier/e stabil an der Oberflache prasentieren konnen; 

d) Exprimieren des/der Fusionsgens/e in den Wirtsbakterien; 

e) Kultivieren der Bakterien zur Produktion des/der stabil oberflachenexponiert 
prasentierten Passagiers/e. 

Die Wirtsbakterien, die das/die Fusionsprotein/e stabil auf ihrer Oberflache 
prasentieren, konnen durch Interaktion mit dem an eine Matrix gebundenen 
Bindungspartner des/der Passagierproteins/e, durch Interaktion mit einem 
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fluoreszenz-markierten Bindungspartner oder durch Interaktion mit dem an 
Magnetpartikel gebundenen Bindungspartner des/der Passagierproteins/e isoliert 
werden (s.D1 S.8. Zeile 14 - S. 14, Zeile 28, Beispiele 2 - 5). 

Der Gegenstand der Anspruche 1 -38 unterscheidet sich vom nachstliegenden 
Stand der Technik dadurch, daB anstelle der IgA-B-Transportdomane die E.coli 
AIDA-I Transportdomane verwendet wird, bzw. daB das Wirtsbakterium 
gegenuber dem fur die Transporterdomane kodierenden Nukleinsaureabschnitt 
homolog ist. 

Dokument Mol. Microbiol. 18 (1995), 377-382 gibt einen Uberblick des 
bestehenden Standes der Technik betreffend der Herstellung stabiler 
Fusionsproteine, welche mittels einer Transporterdomane ein Passagierprotein 
auf der Oberflache einer Wirtszelle prasentiert werden konnen. Verschiedene 
mutmaBliche bakterielle Autotransporterproteine werden aufgezeigt, wie z.B. 
AIDA-I. 

Im Stand der Technik findet sich jedoch keinerlei experimenteller Beleg dafur, daB 
das AIDA-I Protein tatsachlich als Autotransporter und insbesondere als 
Autotransporter fur eine Oberf lachenprasentation rekombinanter 
Passagierdomanen geeignet sein konnte. 

In der vorliegenden Internationalen Anmeldung konnte nunmehr gezeigt werden, 
daB es sich bei dem AIDA-I Protein wirklich urn einen Autotransporter handelt und 
daB die Transporteigenschaften des AIDA-I Proteins denen der bisher im Stand 
der Technik verwendeten IgA-B-Transportdomane hinsichtlich der Exporteffizienz 
uberlegen sind. Ein weiterer Vorteil des AIDA-I Transporters besteht darin, daB er 
mit einer homologen E.coli Wirtszelle eine weitaus hohere Kompatibilitat als die 
IgA-B-Transportdomane aus N. gonorrhoeae aufweist. Dieser Vorteil einer 
hoheren Kompatibilitat wird dann erreicht wenn das Wirtsbakterium gegenuber 
dem fur die Transporterdomane kodierenden Nukleinsaureabschnitt homolog ist. 

Fur die Anspruche 1 -38 der vorliegenden Internationalen Anmeldung ist daher 
eine erfinderische Tatigkeit anzuerkennen (Artikel 33(3) PCT). 



Ad Sektion VIII.: 
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-1 . Betreffend die Anspruche 1 , 9, 20, 32 -34 und 36 Pist anzumerken, da3 der in den 
Anspruchen verwendete Ausdruck "gegebenenfalls" bzw. "Insbesondere" keine 
Beschrankung des Schutzumfanges der Anspruche bewirkt, d.h. das nach einem 
derartigen Ausdruck stehende Merkmal ist als ganz und gar fakultativ zu 
betrachten. 



Formblatt PCTTBeiblatt/409 (Blatt 3) (EPA- April 1997) 



Neue Anspriiche 2 0 bis 3 8 



Verfahren zur Herstellung einer gegebenenf alls varianten 
Population von oberf lachenexponierten Peptiden oder Poly- 
peptiden und zur Identif izierung der Bakterien, die Pep- 
tide bzw. Polypeptide mit einer jeweils gewiinschten Ei- 
genschaft tragen, wobei das Verfahren folgende Schritte 
umf a£t : 

(1) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene durch 
Klonierung der kodierenden Sequenz eines gewiinschten 
Passagiers in frame mit der kodierenden Sequenz der 
Transporterdomane des AIDA- Proteins aus E.coli oder 
einer Variante davon und eines Signalpeptides in 
mindestens einen Vektor; 

(2) gegebenenf alls Variieren des Passagierpept ids bzw. 
-polypeptids durch Mutagenese ; 

(3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wirts- 
bakterien, die den Passagier oder die Passagiere 
stabil an der Oberflache prasentieren konnen, 

(4) Exprimieren des Fusionsgens bzw. der Fusionsgene in 
den Wirtsbakterien; 

(5) Kultivieren der Bakterien zur Produktion des stabil 
oberf lachenexponiert prasent ierten Passagiers oder 
der stabil oberf lachenexponiert prasent ierten Pas- 
sagiere ; 

(6) gegebenenf alls Selekt ionieren der Bakterien, die den 
Passagier oder die Passagiere mit den gewiinschten 
Eigenschaf ten auf der Oberflache tragen, und 

(7) gegebenenf alls Charakterisieren eines Bindungspart - 




- 2 - 

ners fur den Passagier mit den optimalen Eigen- 
schaf ten. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei das Verfahren mehrmals 
s durchlaufen wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 0 - 21, wobei das im 
Fusionsprotein enthaltene Passagierprotein ein Peptid 
oder Polypeptid mit einer Affinitat zu einem Bindungs- 

10 partner, ein Ligand, ein Rezeptor, ein Antigen, ein To- 

xin-bindendes Protein, ein Protein mit enzymatischer 
Aktivitat, ein Nukl e insaure - bindende s Protein, ein Inhi- 
bitor, ein Chelator-Eigenschaf ten habendes Protein, ein 
Antikorper oder eine Antigen-bindende Domane eines Anti- 

15 korpers ist . 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 - 22, wobei die 
Identif izierung des Bakteriums, das einen Passagier mit 
einer gewiinschten Bindungsaf f initat oberf lachenexponiert 

20 prasentiert, durch Bindung an einen immobilisierten 

oder/und markierten Bindungspartner erf olgt . 

24. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der Bindungspartner so 
modif iziert ist , daS er in einem zweiten Schritt durch 

25 einen fur die Modifikation spezifischen Bindungspartner 

detektiert werden kann. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-24, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 da£ Passagierproteine oder Teile davon auf der Bakte- 

rienoberf lache chemisch oder enzymatisch modifiziert 
werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Modifikation eine nicht-kovalente Modifikation 
ist . 





27. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Modifikation eine kovalente Modifikation ist. 

s 28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modifikation eine Glykosylierung ist. 

29. Verfahren nach Anspruch 27, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modifikation eine Phosphorylierung ist. 

30. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

is daS die Modifikation eine Proteolyse ist. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi Passagierproteine oder Teile davon durch intrinsische 
20 oder extern zugefuhrte Proteasen selektiv von der Bakte- 

rienoberf lache freigesetzt werden. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 daS Passagierproteine oder Teile davon durch eine in- 

trinsische Protease der Wirtszelle, insbesondere die 
OmpT- Protease , die OmpK-Protease oder die Protease X # 
freigesetzt werden . 

30 33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi Passagierproteine oder Teile davon durch eine extern 
zugefuhrte Protease, insbesondere die IgA-Protease , 
Thrombin oder Faktor X, freigesetzt werden. 

35 




I 



A. * 
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10 



15 



20 

35 . 



25 

36. 



30 



Rekombinanter Vektor auf dem in operativer Verkniipfung 
mit einem Promotor eine fusionierte Nukleinsauresequenz 
lokalisiert ist # umfassend: 



schnitt, 

(ii) einen fur das zu prasent ierende Passagierpept id 
oder/und Passagierpolypeptid kodierenden Nukleinsau- 
reabschnitt , 

(iii) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerkennungs- 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschnitt, 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur die Transport erdomane des AIDA- Proteins 
aus E.coli oder eine Variante davon kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt ; 

wobei der Nukleinsaureabschnitt (ii) gegeniiber dem fur 
die Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt heterolog ist. 

Rekombinantes Gram- negatives Wirtsbakterium, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es mit einem Vektor nach Anspruch 34 transf ormiert 
ist . 

Rekombinantes Gram-negatives Wirtsbakterium, das trans- 
formiert ist mit einem rekombinanten Vektor auf dem in 
operativer Verkniipfung mit einem Promotor eine 
fusionierte Nukleinsauresequenz lokalisiert ist, umfas- 



(i) einen Signalpeptid-kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt , 

(ii) einen fur das zu prasentierende Passagierpept id 
oder/und Passagierpolypeptid kodierenden Nukleinsau- 
reabschnitt, 

( iii ) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerkennungs- 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschnitt, 



(i) 



emen 



Signalpeptid-kodierenden 



Nukleinsaureab- 





- 5 - 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureabschnitt; 



wobei der Nukleinsaureabschnitt (ii) gegeniiber dem fur 
die Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt heterolog ist und wobei das Wirtsbakterium gegen- 
iiber dem fur die Transporterdomane (v) kodierenden Nu- 



37. Wirtsbakterium nach Anspruch 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es eine E . coli Zelle ist . 

15 

38. Wirtsbakterium nach einem der Anspruche 36 - 37, 



dadurch gekennzeichnet, 

dalS der Nukleinsaureabschnitt (v) fur die Transporterdo- 
mane des AIDA-Proteins oder eine Variante davon kodiert . 



5 



10 



kleinsaureabschnitt homolog ist. 



20 
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ANTRAG 

Dcr Unterzeichnete beantragt, daB die vorlicgendc 
intemationale Anmeldung nach dem Vcrtrag iiber die 
iniernaLiuna.ic ^ubajiiinciidi ucii aui ucni uclucl uci> 
Patentwescns bchandclt wird. 


PCT/E^ / 0 1 1 3 0 

Internationales Aktenzeichen 


1 5 'MAR A 5. 03. $r. } 

Internationales Anmeldedatum S 


EUROPEAN PATENT OFFICE 

v , PCT INTERNATIONAL APPUCATION 

Name aes Anmeldeamts und "PCT International Annliratlnn" 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalis (falls gewnscht) 
<max.l2Z*ichen> 13S3Ap WQ 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Exportsysteme fur rekombinante Proteine 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Farnilienname.Vornomc; beijuristischenPcrsoncnvollstandigeamilicheBczcichnung. 
! Bei dcr Anschrift sind die Posilcitzahl und dcr Name des Staats anzugeben.) 

Max-Planck-Gesellschaf t zur Forderung der 
Wissenschaf ten e.V., Berlin, DE 
Verwaltungsanschrift: Hof gar tens traBe 2 , 
D-80539 Miinchen 
DE 


1 1 Diese Person ist 

1 1 gleichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 
Telefaxnx.: 
Fcmschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder I | a!»c Bcstim- FT"! »Ue Besrimmun?sstaaten mit Ausnahme r— | nur die Vereinigten | j die irr. Zusafefeld 

fur folgende Staaten: |_J mungsstaaten l^L Jl dcr Vcreinigtcn Suaicn von Axnerikm | | Suaten von Amenta L 1 angege be nen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familicnnamcyornamc;bcijuristischcnPersonenvollsta^ 

Bei dcr Anschrift sind die Postlciizahl und dcr Name des Staats anzugeben) 

MAURER, Jochen 
Pf leghof straBe 10 
D-72070 Tubingen 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

|X | Anmelder und Erfinder 

T I nur Erfinder (Wird dieses Kastchcn 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstchenden 

Angaben nichl notig.) 


Staatsangeh6rigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmcldcr |— | ^ilt Bcstim- | 1 alle Bestimmungsstaaien mit Ausnahme r~J nur die Vereinigten f™ - ] die tm Zusatzfeld 
fiir folgende Staaten: 1 1 mungssiaaten 1 1 der Vereinigten Suaten von Amerika PCM Suaten von Amenlca L 1 angegebenen Staaten 


^CX| Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fonsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELL ANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestclh worden, um fur den (die) Anmelder r— i . r— j gemeinsamer 
vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgendcr Eigenschaft zu handeln: 1 x l Anwau | | Vertreter 


Name und Anschrift: (Familicnname, Vorname; bei juristischen Pcrsoncn votlstandige amtliche 
Baeichnune, Bei der Anschrift sind die Posilcitzahl und dcr Name des Staats 
anzugeben,) 

Weickmann, H., Fincke, K., Weickmann, F.A. , Huber, B., 
Liska, H., Prechtel, J., Bohm, B., VJeiB, W., Hercog, M. 
KopernUcusstx. 9 
D-81679 Munchen, DE 


Telefonnr.: 

089 / 4 55 63 - 0 

Telefax nr.: 

089 / 4 70 50 68 

Fenuchreibnr.: ! 

5 22 621 wepat d 


r~| Dieses KSstchcn ist anzukreuzen. wenn kcin Anwalt oder r emeinsamcr Venreter bcstellt ist und statt dessen im obigen Feld eine 
1 1 speziclle Zustcllanschrif: angegeben ist. 



F rmblatt PCT/RO/101 (Blatt I ) (5. Juli 1 994) Sichc Anmcrkungcn zu diescm Antra^Jormular 



m 



Blatt Nr. 



PCT/EP 9 6 / 0 1 130 



Fortsctzung von Feld Nr. Ill WEITERE A NM ELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


W'ird kcincs dcrfolgcndcn F elder bcnutzl, so ist dieses. Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


;Namc unu r\iiM-jii n i. irunuiivntiunii.i nniurni, ocijitniuscncn rcrsoncn 

Bci dcr A nschrtj: sind die Postlcitzahl und dcr Same des Stoats anzugeben ) 

JOSE, Joachim 
HartmeyerstraBe 48 
D-72076 Tubingen 
DE 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

fx~| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (W'ird dieses Kastchcn 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angabcn nicht notig.) 


Staatsangehorigkcit (Staai): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder | i a |i c Bcstim- 1 j allc Bcstimmunpsstaaten mit Ausnahmc 
fur folccndc Staaten: 1 i munpsstaaicn | I dcr Vercinipicn Staaien von Amcrika 




nur die Vcrcinipicn | | die im Zusaizfcld 
Staaien von Amcrika | | anpepebenen Staatcn 


Name und Anschri f t: (Familiemiame. Vorname: bci juristischen Personcn vollstandigcamtlichc Bczcichnung. 

Bci dcr Anschrift sind die Postlcitzahl und dcr Same des Staats anzugeben) 

MEYER, Thomas F. 
SpemannstraBe 3 0 
D-72076 Tubingen 
DE 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X I Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kastchcn 

1 ■ angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angabcn nicht notig.) 


Staatsangehorigkcit (Staai): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Dicsc Person ist Anmelder | | a || c Bestim- 1 1 allc Bcstimmungssiaaien mil Ausnahmc 
fur folgende Stamen: | | munpsstaaten | | dcr Vcrcinipicn Staaien von Amcrika 


J nur die Verciniptcn I 1 die im Zusatzfeld 
jL£ Staatcn von Amcrika | | anpepebenen Staaien 


N ame und Anschri ft: (Familicnnamc. \ orname: bci juristischen Personcn vollstandigc amtlichc Bczcichnung. 

Bci dcr Anschrifi find die Postlcitzahl und dcr Same des Staats anzugeben) 


Diese Person ist: 
1 | nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

| | nur Erfinder (W'ird dieses Kastchcn 

' ' angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkcit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | I alle Bcsum- | I allc Bestimmunpssiaatcn mit Ausnahmc 1 1 nur die Vcrcinipicn 1 1 die im Zusatzfcld 

fur folgende Staaien: | 1 munpssiaaicn | \ dcr Vcrcinipicn Staaien von Amcrika | | Siaaicn von Amcrika 1 1 anpepebenen St aa ien 


Name und Anschri ft: (Familiemiame. Vorname: bci juristischen Personcn vollstandigc amtlichc Bczcichnung. 

Bci dcr Anschrifi sind die Postlcitzahl und dcr Same des Staa* anzugeben) 


Diese Person ist: 
j^] nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (W'ird dieses Kastchcn 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkcit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder j | 0 n e Bcstim- I 1 allc Bestimmunpsstaaien mil Ausnahme 1 1 nur die Vcrcinicien I 1 die im Zusaufeld 

fiir folpcndc Staaien: | | munpsstaaten |_J dcr Vcrcinipicn Staaien von Amcrika | | Siaaicn von Anierika 1 1 anpepebenen Staaien 


[ J Weitcre Anmelder und/oder (wcitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fonsctzungsblau angegeben. 



Formblait PCT/RO/I0I (Fortsetzungsblatt) (Juli 1993: Nachdruck 5. Juii 1994) 



Siche Anmcrkungcn zu dicsent Antra.nsfornwlar 




/ 



Feld Nr. V BESTIMMUNG Vj 







Blar. Nr. 



3. 



Die foleenden Bestimmuneen nach Rcgel 4.9 Ahsatz a wcrdcn hicrmi' vorgenommen (bine 
ein Kastchen muQ angehcuzt wcrdcn): 

Re^ionales Patent 



PCT/EP 9 6 / 0 1 130 

m 

le die cnispru 



usprcehcnJcn Kastchen awcuzen; wcnigsicns 



□ 
□ 



AP ARIPO-Patent: KE Kcnia. LS Lesotho. M\V Malawi, SD Sudan. SZ Swasiland, UG Ucanda und jeder weiicrc Staat 
dcr Veriragsstaat des Harare- Protokolis und des PCT ist 



EA 



EP 



Eurasisches Patent: AZ Aserbaidschan. BY Belarus. KZ Kasachstan. RU Russische Fodcration, TJ Tadschikisian. 
TNI Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Veriragsstaat des Eurasischen Patentubereinkommens'und des PCT isi 
Europaisches Patent: AT Osterrcich. BE Belcicn. CH und LI Schweiz und Liechtenstein. DE Deutschland. 
DK Danemark, ES Spanien. FR Frankreich, GB Vereinigics Kfcnigreich. GR Griechenland. IE Irland, IT Italien' 
LU Luxemburg. MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere S:aat, dcr Vcrtragsstaat 
des Europaischen Patentubereinkommcns und des PCT ist 

I | OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin, CF Zentralafrikanischo Rcpublik. CG Kongo. CI Cote d*I\*oire, 
™* CM Kamerun. GA Gabun. GN Guinea, ML Mali. MR Mauretanien. KE Niger, SN Senegal^TD Tschad, TG Togo 

und jeder weitere Staat. der Veriragsstaat der OAPf und des PCT ist (falls cine andcre Schutzrechtsart oder ein sonstiges 

Verfahrcn gewitnscht wird. bine auf der gepunktcten Linie angeben) 

Nationales Paten • (Jails cine andcre Schutzrechtsart odcr ein sonstiges Verfahrcn gewunscht wird, bi tie auf der gepunktcten Unie angeben): 
["1 AL Albanien Q MD Republik Moldau 



□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

m 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
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□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AM Armenien Qj 

AT Gstenrcich Q 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan • Q 

BB Barbados Q 

BG Bulgarien Q 

BR Brasilien Q 

BY Belarus [x] 

CA Kanada Q 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein Q 

CN China □ 

CZ Tschechischc Republik Q 

DE Deutschland 

DK Danemark Q 

EE Estland □ 

ES Spanien Q 

FI Finnland Q 

GB Vereinigtes Konigreich Q 

GE Georgien Q 

HU Ungarn □ 

IS Island □ 

JP Japan Q 

KE Kenia □ 

KG Kirgisistan ^ 

KP Demokratische Volksrcpublik Korea 

□ 

KR Republik Korea Q 

KZ Kasachstan . _ 

LK Sri Lanka Kastchen fur die Bcstimmung von Staaten (fur die Zwccke eines 

LR Liberia 

LS Lesotho □ 

LT Litauen □ 

LU Luxemburg Q 

LV Lettland □ 



MG Madagaskar 

MK Die ehemaligc jugoslawische Volksrcpublik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO No-wegen 

NZ Ncuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Ru: Msche rbderadon 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei 

Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR TQrkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vcreinigte Staaien von Amerika 



SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

TJ 



UZ 
VN 



Usbek;.-::.n 
Vietnam . . 



nationalen Patents), die dem PCT nach der Vcroi:e;.ilichung 
dieses Forrr.blatts bcigetrctcn sind: 



Zusatzlich zu den o\-.n genannten Bcstimmungen nimmt dcr Anmelder nach Rcgc! 4.9 Absatz b auch alle andcrcn nach dem 

PCT zulassigcn Be*:l:nmungcn vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Dcr Anmelder erklart, dafl dicse zusatzlichcn Bestimmungen untcr dem Vorbehali einer Bestatigung sichen und jedc zusatzliche 
Bestimmung. die vor Ablauf von 15 Monatcn ab dem Priori tatsdatum nicht bestaiigt wurdc. nach Ablauf dicscr Frist- als vom 
Anmelder zuruckgenommcn gill.fOiV Bestatigung cine bestimmung erfolgtdurchdie Einreichung cinerMitteilung. in der diese Bestimmung ar.ge^rben wird. 
und die Zahlung der Bcstimmangs- und der Bcstdr.gungsgebu'.. Die Bestatigung mufi be'm Anmcldeami innerhalb dcr Frist wn IS Monaten cingehen.) 



Formblatt PCT/RO/101 (Blait 2) (Januar 1996) 



Siehc Anmcrkungen z*. dicsem Antra gsformular 



i. 



Fcld Nr. V 



PRIORITATS;. 



Blail Nr. 



Wciicrc Priori! 



Die Prioritat dcr folccndcn fruhcrcf^rirnclduni:(cn; wird hicrmii bcanspruchi: 



PCT/EP 9 6/01130 



im Zusatzlcld angepehen. | [ 



Staai 

(Anmclde- odcr Bestimmuttpsstaat 
dcr Anmeldung) 



Anmcldcdaium 
fToc MonatJahr) 



Aktcnzcichen 



Anmcldcami 
tnur bei rationale? *<lcr 
intcniatitmalcr A nmcUhmty 



(1) 



(2) 



Dieses Kastchen ankreuzen, wenn die be^laubigte Kopic der fruhcrcn Anmeldung von dcmAmi ausgcstcllt werden soil das fur die Zweckc dicscr internationalen Anmeldung 
Anmeideami ist (cine Gcbuhr kann verlangl werden): 

Das Anmeldcamt wird hicrmit ersucht, cine beglaubigte Abschrift dcr oben in Zcilc(n) 



□ 



bezeichncten fruhcrcn Anmcldung(cn) zu erstellen und dem Imcrnationalen Biiro zu iibermitteln. 



Fcld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



EPA 



Wahl der Internationalen Rechcrchcnbehdrde (ISA) (Sind zwei odcr mchr Internationale 
Recherche nbehor den fiirdie Internationale Recherche zustandig, ist der Name dcrBchdrdc anzugeben, 
die die Internationale Recherche durchfuhrcn soil: Zwcibuchstabcn-Code genugt): IS A /_ 

Fruhere Recherche: Auszufullcn. wenn cine Recherche (intcrnationale Recherche. Recherche intcmationalcr Art odcrsonsti?c Recherche) hereits 
bei der internationalen Rechcrchcnbehdrde beantragt odcr von ihr durchgefuhrt worden ist und dicse Behordc nun ersucht wird. die intcrnationale 
Recherche sowcit wie moglich aufdic Ergebnissc ciner solchen fruhcrcn Recherche zu stutzen. Die Recherche odcr dcr Rcchcrchcnantrag ist durch 
Angabe der betreffenden Anmeldung (b:w. dercn Ubcrsetzung) odcr des Rechcrchcnantrags zu bczcichnen. 



Staat (odcr rcgionalcs Ami): 



Datum (T aglMonatUahr) : 



Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese intcrnationale Anmeldung umfaBt: 



1 . Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspriiche 

4. Zusammenfassung 

5. Zcichnungcn 

Insgesamt 



4 Blatter 

3 9 Blatter 

8 Blatter 

1 Blatter 

28 Waiter 



80 



Blatter 



Dicscr internationalen Anmeldung liegen die nachstchend angekreuzten Untcrlagen bei: 

U DvEch! 10 ^^ 5 ' BlaufurdieGebuhrenbcrcchnung 

2 I I Kopic dcr allgemeinen 6. I I Gesondene Angaben zu hintcr- 

1 I Vollmacht I ' legien Mikroorganismen 

3. I I Bcgriindung fur das Fchlcn 7. I I Scqucnzprotokolle fur Nucleotide 

■ * dcr Unterschrift ■ — ' und/odcr Aminosauren (Diskette) 

Nr. VI kennzcichnen): 



Abbildung Nr. 



dcr Zcichnungcn (falls vorhanden) soil mil der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANM ELDERS ODER DES AN WALTS 



Der Name jeder untcrzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu w • -dcrholen , und cs ist anzugeben . sofern sich dies nicht eindcutig a us dent A ntra r 
ergibi. in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 




Dr. W. Wei (3 



1 5. Mr- 



- Vom Anmeldcamt auszufullcn ■ 

1 5 MAa 1996 (1 5. 03. t99s) 



Datum des tatsachlichcn Eingangs dicscr 
internationalen Anmeldung: 



3. Gcandcncs Eingangsdatum aufgrund nachtraelich. jedoch 
fristgcrccM cingcgangcncr Untcrlagen odcr Zcichnungcn 
zur Vcrvoiistandigung dicxer internationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgcrcchtcn Eingangs dcr angefordenen 
Richiigstcllungcn nach Anikcl 1 1(2; PCT: 



2. Zcichnungcn 
cince- 
gangen: 



□ 



nicht cin- 
gegangen: 



5. Vom Anmcldcr henannte 

Internationale Rcchcrchcnbchordc: 



ISA/ 



□ Obermitilunc des Rcchcrchcncxemplars bis zur 
Zahlung dcr Kcchcrchcngcbiihr aulgcschobcn 



Vom Imcrnationalen Biiro auszufullcn 



Dalum des Eingangs des Aktcncxcmplars 
bcim Internal ionalcn Biiro: 



i 



Rinnblait PCT/RO/IOi dct/.tcs Blattj (Januar NachUruck 5. Juli 1994) 



SU'hc Anmcrkunxcn zu diescm Antra^.\f(*rntular 



I 

I 



vertrag Tiber die Internationale zusa mmenarbeit 

_ >EM GEBIET DES PATENT^BfcENS 




PCT 





INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwaltsy 

13834P WO 



WEITERES 
VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des inlernationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 96/01130 



Internationales Anmeldedatum 
( Tag/Monat/Jahr) 

15/03/1996 



(Fruhestes) Prioritatsdatum ( TaglMonatjJahr) 



Anmelder 



MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT. . . et al 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemafl 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfafit insgesamt 4 



Blatter. 



f)( | Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Bestimmte Ansprttche ha ben sich a Is nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangeinde Etnheitlichkeit der Erffindung (siehe Feld II). 



resequenz offenbart; die Internationale 



3. I 1 In der internationalen Anmeldung ist ein ProtokoU einer Nudeotid- und/oder Amin 
— Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

I I dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daB der Inhalt des ProtokoUs nicht uber den 
1 — 1 Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

[ | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemafle Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezetcfanung der Erfindung 

| y | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ j wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzL 



5. Hinsichtlich der Zi 



| y | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 
— festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. £^ wie vom Anmelder vorgeschlagen 

weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
Pj weil diese Abbildung die Erfindung cesser kennzeichnet. 



[>f| keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 




Internationales Aktenzeichen 

96/01130 



A. K.LASSIFIZIERUNG DES ANMELUWRWSgEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/62 C12N15/65 C12N15/70 C07K16/O0 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikauon und der IPK 




B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchicrtcr Mindestpriifstoff (Klassifikauonssystem und Kiassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der international en Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 95 17509 A (MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR 
FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN E.V.) 29.Juni 
1995 

siehe Seite 8, Zeile 1 - Seite 9, Zeile 25 

siehe Seite 10, Zeile 26 - Seite 13, Zeile 
30; Beispiele 2-5 

-/- 



21,36,37 



1-25, 
38-40 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Siehe Anhang Paten tfamilie 



' Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E* alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffendichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O* Veroffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



*T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

'Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder men re re n anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



27.Marz 1997 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



1 7. M. 97 



Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 



Bevollmachugter Bediensteter 



Donath, C 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANOtSSHENE UNTERLAGEN 




Internationales Aktenzeichen 

96/01130 




Kate gone* 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 
Y 


VACCINE, 

Bd. 12, Nr. 6, Mai 1994, 

Seiten 492-498, XP000651455 

RUPPERT, A. ET AL. : "OmpA-FMDV VP1 fusion 

proteins: production, cell surface 

exposure ana i rririune responses to une uiajur 

antigenic domain of foot-and-mouth disease 

virus" 

siehe das ganze Dokument 


21,36,37 

1,2,9, 
10,15, 
16,38 


X 


EMBO J. , 

Bd. 11, Nr. 6, 1992, 

Seiten 2327-2335, XP002G28468 

KLAUSER T ET AL : "Selective 

extracellular release of cholera toxin B 

subunit by Escherichia coli: dissection of 

Neisseria IgaA-mediated outer membrane 

transport" 

siehe das ganze Dokument 


21,36,37 


Y 


MOLECULAR MICROBIOLOGY, 

Bd. 18, Nr. 2, 1995, 

^pitpn 377-^8? XPQQ0651438 

JOSE, J. ETAL.: "MicroCorrespondence: 

Common structural featues of IgAl 

protease-like outer membrane protein 

autotransporters" 

siehe Seite 378 - Seite 380 


1-3, 
5-10, 
20-23, 
38-40 


Y 


WO 93 10214 A (GE0RGI0U, G.) 27. Mai 1993 
siehe Seite 6, Zeile 6 - Seite 10, Zeile 
28 

siehe Seite 12, Zeile 4 - Seite 13, Zeile 
29 


1-25 


Y 


BIO-TECHNOLOGY, 

Bd. 14, Nr. 2, Februar 1996, 

Seiten 203-208 XP002028469 

C0RNELIS, P. ET AL. : "Development of new 

cloning vectors for the production of 

immunogenic outer membrane fusion proteins 

in Escherichia col i " 

siehe das ganze Dokument 


1,2,9-11 


Y 


MOLECULAR MICROBIOLOGY, 
Bd. 17, Nr. 1, 1995, 
Seiten 123-135, XP000651454 
BENJELL0UN-T0UIMI, Z. ETAL.: "SepA, the 
major extracellular protein of Shigella 
flexneri: autonomous secretion and 
involvement in tissue invasion" 
siehe das ganze Dokument 

-/~ 


2,4 
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J. BACTERIOLOGY, 

Bd. 179, Nr. 3, Februar 1997, 

Seiten 794-804, XP000651378 

MAURER, J. ET AL.: "Autodi splay: 

One-Component System for efficient surface 

display and release of soluble recombinant 

proteins from Escherichia coli" 

siehe das ganze Dokument 



1-38 
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Mit internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: EXPORT SYSTEMS FOR RECOMBINANT PROTEINS^"" 
(54) Bezeichnung: EXPORTSYSTEME FOR REKOMBINANTE PROTEINE 
(57) Abstract 

Hie present invention relates to vectors, host-vector combinations and processes for producing stable fusion proteins consisting of a 
' carrier protein and a passenger protein. Expression of the fusion protein results in exposure of the passenger domains on the surface of 
bacterial cells, in particular Escherichia coli. If necessary, the passenger domains can be released into the medium by proteases, e.g. by 
selected host factors such as OmpT. 

(57) Zu^ammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Vektoren, Wirt-Vektorkombinationen und Verfahren zur Herstellung von stabilen Fusionsproteinen 
bestehend aus einem Tragerprotein und einem Passagierprotein, wobei die Expression der Fusionsproteine zur Exposition der Passagier- 
domanen auf der Oberflache von Bakterienzellen, insbesondere Escherichia coli Zellen fuhrt. Bei Bedarf konnen die Passagierdomanen 
durch Proteasen, z.B. durch ausgewahlte Wirtsfaktoren, wie etwa OmpT in das Milieu freigesetzt werden. 
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Exportsysteme fur rekombinante Proteine 



Beschreibung 



5 



Die vorliegende Erfindung betrifft Vektoren, Wirt -Vektorkom- 
binationen und Verfahren zur Herstellung von stabilen Fu- 
sionsproteinen bestehend aus einem Tragerprotein und einem 
Passagierprotein, wobei die Expression der Fusionsproteine 
io zur Exposition der Passagierdomanen auf der Oberflache von 
Bakterienzellen, insbesondere Escherichia coli Zellen f uhrt . 
Bei Bedarf konnen die Passagierdomanen durch Proteasen, z.B. 
durch ausgewahlte Wirtsf aktoren, wie etwa OmpT in das Milieu 
freigesetzt werden. 



Die vorliegende Erfindung betrifft dariiberhinaus die Verwen- 
dung von Tragerproteinen oder Tragerproteinanteilen aus na- 
turlichen Proteinen ; die als Aminosauresequenzen in Datenban 
ken oder Dateien vorliegen und entsprechend ihrer Eigenschaf 
20 ten Autotransporter genannt werden. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht Verfahren zur Identifi- 
zierung und Selektion von Bakterien, die mindestens ein Pas- 
sagierprotein auf ihrer Oberflache mit definierter Affinitat 

25 zu einem Bindungspartner exprimieren, sowie deren Verwendung 
fur diagnostische Zwecke . Insbesondere erlaubt das erf in- 
dungsgemaEe Verfahren die Expression von Peptid-Bibliotheken 
auf der Oberflache von Bakterienzellen, mit deren Hilfe bei- 
spielsweise die Bestimmung des Liganden mit der hochsten Af- 

30 finitat bei Antikorpern, MHC-Molekiilen oder anderen Komponen 
ten des Immunsystems moglich ist . 



Dariiberhinaus ermoglicht das erf indungsgemafie Verfahren die 
Produktion von Fusionsproteinen, die sich aus Anteilen schwe 
35 rer und leichter Antikorperdomanen und einem Autotransporter 
zusammensetzen, und deren Transport durch die bakterielle 
Zellhiille. In einer spezifischen Ausf uhrungsf orm wird letzt- 



15 
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lich die zielgerichtete Varianz von bindungsaktiven rekombi- 
nanten Antikorpern und deren funktionelle Presentation auf 
der Zelloberf lache von Escherichia coli moglich. 

Generell erlaubt das erf indungsgemaSe Verfahren die Expres- 
sion von rekombinanten Proteinen, die Rezeptoren oder Ligan- 
den sein konnen, auf der Bakterienoberf lache , sowie die Se- 
lektion aufgrund der Bindungsaf f initat zu einem Bindungspart 
ner, womit eine damit einhergehende Selektion eines klonalen 
Produzenten moglich wird. 

Erf indungsgemaS ist auch eine Verwendung von Bakterien, die 
Proteinfusionen auf der Zelloberf lache exprimieren und die 
gebunden an ein Tragermaterial oder in Losung vorliegen, zur 
gezielten Anreicherung oder Reinigung eines zu den Oberfla- 
chen-exponierten Proteindomanen Aff initat zeigenden Bindungs 
partners. Daruberhinaus betrifft die vorliegende Erfindung 
auch die Oberf lachenexpression von Enzymen oder anderen Pro- 
teinen mit biologisch, chemisch oder technisch relevanten 
Eigenschaf ten, sowie, im Bedarf sf alle , deren gezielte Frei- 
setzung in das umgebende Milieu. 

Die Oberf lachenexposition von rekombinanten Proteinen auf 
Bakterienzellen ist ein Verfahren mit einer Vielzahl von mog 
lichen mikrobiologischen, molekularbiologischen, immunologi- 
schen oder technischen Anwendungen. Durch Produktion von re- 
kombinanten Proteinen auf diese Art und Weise werden ihre 
Eigenschaf ten, z.B. Bindungsaf finitaten oder enzymatische 
Aktivitaten (Francisco et al . , Bio . Technology 11 (1993) 491 
4 95) zuganglich, ohne dafi ein weiterer Schritt, wie 
beispielsweise der Aufschlufi der Produzentenzelle notwendig 
ist. Da nur eine limitierte Anzahl von Faktoren natiirlicher- 
weise auf der Baktereinoberf lache exprimiert werden, ist zu- 
satzlich eine spezifische Anreicherung des rekombinanten Pro 
teins im Vergleich zu einer cytosolischen Produktion gegeben 
Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist, daS man mit den glei- 
chen Methoden, mit denen man das gesuchte rekombinante Pro- 
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tein selektioniert , auch den Produzenten dieses Proteins, 
eine Bakterienzelle isolieren kann, und sennit einen klonalen 
Produzenten erhalt, der dauerhaft gelagert, stabil reprodu- 
ziert und in groSem MaSstab vermehrt werden kann. 

Fur die Presentation rekombinanter Proteine auf der Zellober- 
flache wurden bisher verschiedene Systeme verwendet, die je- 
doch ausnahmslos auch natiirlicherweise fur den Transport oder 
die Sekretion bakterieller Oberf lachenproteine dienen (Little 
et al., TIBTECH 11 (1993), 3-5). Sinnvollerweise wurde da- 
bei die DNA-Region, die natiirlicherweise fur das zu transpor- 
tierende Protein, den Passagier, kodiert, ersetzt oder er- 
ganzt durch die kodierende DNA-Region des gewunschten rekom- 
binanten Proteines, wobei jedoch die kodierenden Bereiche der 
fur den Transport verantwort lichen Proteindomanen, die Tra- 
gerproteine, in der Regel unverandert blieben. Daraus wird 
deutlich, da£ Systeme, in denen Passagier- und Tragerkompo- 
nente unmittelbar benachbart oder in einem Gen kodiert vor- 
liegen, sogenannte Ein-Komponenten-Systeme , einen erheblichen 
Vorteil gegeniiber Systemen mit mehreren, unabhangigen Kompo- 
nenten (Gentschev et al . , Behring Inst. Mitt. 95 (1994) 57 - 
66) haben, insbesondere bei der Herstellung von universell 
verwendbaren Vektoren, die neben der Eigenschaft zur stabilen 
Replikation, einem oder mehreren Selektionsmarkern, den fur 
den Transport notwendigen Proteindomanen, auch eine Inser- 
tionsstelle fur das den Passagier kodierende DNA-Fragment 
enthalten mussen. Als Tragerproteine in vielen bisher verwen- 
deten E i n - Komponent en - Sy s t emen wurden Proteine der auEeren 
Membran von E. coli verwendet . Dazu gehoren unter anderem 
LamB (Charbit et al . , Gene 70 (1988), 181 - 189), PhoE (Ag- 
terberg et al . , Gene 59 (1987) 145 - 150) oder OmpA (Frans- 
cisco et al . , Proc . Natl. Acad. Sci (1992), 2713 - 2717), 
deren Verwendung jedoch Nachteile bergen. So konnen zusatz- 
liche Proteinsequenzen nur in oberf lachenexponierten Schlei- 
fen integriert werden, was einmal zu fixierten amino- und 
carboxyterminalen Enden an den einrahmenden Tragerproteinse- 
quenzen fuhrt und zum anderen sich limitierend auf die Lange 
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der einzubringenden Sequenzen auswirkt . Die Verwendung des 
Peptidoglykan assoziierten Lipoproteins (PAL) als Tragerpro- 
tein fuhrt zwar zum Transport zur auSeren Membran, eine Pre- 
sentation nativer Proteinsequenzen auf der Oberflache von 
E.coli ist damit jedoch nicht moglich (Fuchs et al . , 
Bio. Technology 9 (1991), 1369 - 1372). Eine Oberf lachenex- 
pression grofierer Proteine ist moglich unter Verwendung einer 
Fusion aus OmpA und Lpp als Tragerproteinanteil , an deren 
Carboxylende die Passagierproteinsequenzen angehangt werden 
(Franscisco et al . , Proc . Natl. Acad. Sci (1992), 2713 - 
2717) . Dabei ist als Nachteil in Kauf zu nehmen, daS die Fi- 
xierung des N-Terrninus des Passagiers eine korrekte Faltung 
oder Funktion verhindern kann. 

Weiterhin sind sogenannte Autotransporter enthaltende Pro- 
teine bekannt, eine Familie von sekretierten Proteinen in 
Gram-negativen Bakterien. In der Publikation Jose et al . 
(Mol .Microbiol . 18 (1995), 377-382) werden einige Beispiele 
fur solche Autotransporterproteine genannt . Diese Proteine 
enthalten eine Proteindomane, die den Transport einer N-ter- 
minalen angehangten Proteindomane durch eine aus fi-Faltblatt- 
strukturen gebildete Porenstruktur in der AuBenmembran Gram-- 
negativer Bakterien ermoglicht. Die Autotransporter enthal- 
tenden Proteine werden als sogenanntes Poly- Protein- Vorlau- 
fermolekiil synthetisiert . Der typische Aufbau eines solchen 
Vorlauf erproteins ist dreigeteilt. Am N-Terminus befindet 
sich eine Signalsequenz , die verantwortlich ist fur den 
Transport durch die innere Membran, unter Inanspruchnahme des 
im Wirt vorhandenen Sec-Transportapparates und die dabei ab- 
getrennt wird. Daran schliefit sich die zu sekretierende Pro- 
teindomane an, gefolgt von einer C-terminalen Helf erdomane , 
die eine Pore in der Aufienmembran bildet, wodurch die N- ter- 
minal angehangte zu sekretierende Proteindomane an die Ober- 
flache transloziert wird. Dort bleibt diese in Abhangigkeit 
ihrer auszuiibenden Funktion mit dem nun als Membrananker die- 
nenden Heifer an der Bakterienoberf lache verbunden oder wird 
durch proteolytische Aktivitat abgetrennt, wobei diese pro- 
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teolytische Aktivitat der zu sekretierenden Proteindomane 
innewohnen kann oder eine vom Wirt ausgehende Eigenschaft 
sein kann oder eine externe/gezielt zugesetzte Aktivitat 
(z.B. Thrombin, IgA-Protease) sein kann. Die Sektretion hete- 
rologer Polypeptide bzw. Proteine unter Verwendung eines auf 
einem Autotransporter basierenden Expressionssystems ist be- 
kannt . So ist beispielsweise aus EP-A-0 254 090 oder der Pu- 
blikation Klauser et al . (EMBO J. 11 (1992), 2327-2335) be- 
kannt, daS die Helferdomane der IgA-Protease aus N. gonorr- 
hoeae heterologe Polypeptide als Passagierdomanen in den he- 
terologen Bakterienstammen E.coli und Salmonella typhimurium 
exprimieren kann. 

Weiterhin ist der extrazellulare Transport des Proteins VirG 
von Shigella bei Suzuki et al . ( J . Biol . Chem . 270 (1995), 
30874-30880) beschrieben. Bei diesem Protein handelt es sich 
ebenfalls urn einen IgA-Protease-ahnlichen Autotransporter, 
der zur Expression fremder Polypeptide wie etwa MalE und PhoA 
in der Lage ist, die kovalent an den N-Terminus der 
Autotransporterdomane von VirG verkniipft wurden. Weiterhin 
wird in der Arbeit Shimada et al . (J.Biochem. 116 (1994), 
327-334) der extrazellulare Transport eines heterologen Po- 
lypeptids, namlich Pseudoazurin aus A. faecales in E.coli 
unter Verwendung der Autotransporterdomane der Serinprotease 
von S. marcescens beschrieben. 

Bei den im Stand der Technik beschriebenen Verfahren zur Her- 
stellung zur Expression heterologer Passagierproteine mit 
Hilfe von Autotransportersystemen wurden jedoch erhebliche 
Nachteile f estgestellt . So treten bei Verwendung der Trans- 
porter- bzw. Helferdomane der IgA-Protease aus N. gonorrhoeae 
in E.coli als Wirtstamm haufig erhebliche Kompatibilitatspro- 
bleme auf. Zu starke Expression fuhrt zur Zell-Lyse oder die 
Bakterien zeigen ein vermindertes Wachstum auch bei mittlerer 
Expression, was in beiden Fallen zu einer erheblich vermin- 
derten Fusionsproteinausbeute fuhrt und auf Schwachen in der 
Stabilitat des Systems hinweist. Der vorliegenden Erfindung 
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lag also das technische Problem zugrunde, Tragerproteine be- 
reitzustellen, die insbesondere bei Verwendung von E.coli als 
Wirtsstamm nicht zu diesen Nachteilen fuhren, da aus vieler- 
lei Grunden E.coli als Wirtsstamm gegenuber z.B. Neisseria 
gonorrhoeae vorzuziehen ist . Zum einen lassen sich E.coli 
Stamme mit rekombinanter DNA schon in einfachen Laboratorien 
der Sicherheitsstuf e 1 anziehen. Dariiberhinaus wird bereits 
mit E.coli Stammen in der kommerziellen Produktion rekombi- 
nanter Proteine gearbeitet . Dies bedeutet einen erheblichen 
Vorteil im Umgang und in der Handhabung von rekombinanten 
E.coli Stammen im Vergleich zu anderen Wirtsstammen . Dariiber- 
hinaus gibt es von E.coli bereits eine groBe Anzahl genau 
charakterisierter Mutantenstamme , die in Abhangigkeit der 
gewiinschten Anwendung eine Auswahl des Wirtsstammes zulassen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Presenta- 
tion von Peptiden oder/und Polypeptiden auf der Oberflache 
von Gram-negativen Wirtsbakterien, wobei man, 

(a) ein Wirtsbakterium bereitstellt , das transf ormiert mit 
einem Vektor, auf dem in operativer Verknupfung mit ei- 
nem Promotor eine fusionierte Nukleinsauresequenz loka- 
lisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signalpeptid-kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt , 

(ii) einen fur das zu prasentierende Passagierpeptid 
oder/und Passagierpolypeptid kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt , 

(iii) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerkennungs- 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschnitt , 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureabschnitt ; und 

(b) das Wirtsbakterium unter Bedingungen kultiviert, bei 
denen eine Expression der fusionierten Nukleinsaurese- 
quenz und eine Presentation des von dem Nukleinsaureab- 
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schnitt (ii) kodierten Peptids Oder Polypeptids an der 
. Oberflache des Wirtsbakteriums erfolgt, 

dadurch gekennzeichnet , dafi der Nukleinsaureabschnitt (ii) 
gegenuber dem fur die Transporterdomane (v) kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt heterolog und das Wirtsbakterium gegen- 
uber dem fur die Transporterdomane (v) kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt homolog ist. 

Durch die Verwendung eines Wirtsbakteriums, welches gegeniibe 
dem fur die Transporterdomane kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt homolog ist, kann uberraschenderweise eine gegeniiber 
dem Stand der Technik deutlich verbesserte Oberf lachenprasen 
tation von Peptiden oder und Polypeptides insbesondere auch 
von kurzen synthetischen Peptiden mit einer Lange von vor- 
zugsweise 4-50 Aminosauren bzw. von eukaryontischen Poly- 
peptiden erreicht werden. 

Beim erf indungsgemaSen Verfahren wird ein Wirtsbakterium be- 
reitgestellt , das mit einem bzw. mit mehreren kompatiblen 
rekombinanten Vektoren transf ormiert ist . Ein solcher Vektor 
enthalt in operativer Verknupfung mit einem Promotor und ge- 
gebenenfalls weiteren fur die Expression erf orderlichen Se- 
quenzen eine fusionierte Nukleinsauresequenz. Diese fusio- 
nierte Nukleinsauresequenz umfafit (i) einen Signalpeptid-ko- 
dierenden Abschnitt, vorzugsweise einen Abschnitt, der fur 
ein Gram-negatives Signalpeptid kodiert , welches den Durch- 
tritt durch die innere Membran in das Periplasma ermoglicht. 
Weiterhin umfaSt die fusionierte Nukleinsauresequenz (ii) 
einen fur das zu prasentierende Passagierpeptid bzw. Polypep- 
tid kodierenden Abschnitt. Gegebenenf alls befindet sich 3'- 
seitig von diesem Abschnitt (iii) ein fur eine Proteaseerken- 
nungsstelle kodierender Nukleinsaureabschnitt. Beispiele fur 
geeignete Proteaseerkennungsstellen sind Erkennungsstellen 
fur intrinsische, d.h. naturlicherweise in der Wirtszelle 
vorhandene oder extern zugeftihrte Proteasen. Beispiele fur 
extern zugefuhrte Proteasen sind die IgA-Protease (vgl . z.B. 
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EP-A-0 254 090), Thrombin oder Faktor X. Beispiele fur in- 
trinsische Proteasen sind OrnpT, OmpK oder Protease X. 3'-sei- 
tig von diesem Abschnitt befindet sich (iv) ein fur einen 
Tr ansmembranl inker kodierender Nukleinsaureabschnitt , der 
eine Presentation des von Abschnitt (iii) kodierten Peptids 
oder Polypeptids auf der Aufienseite der auSeren Membran des 
Wirtsbakteriums ermoglicht . 3'-seitig dieses Abschnitts ist 
ein fur eine Transporterdomane eines Autotransporters kodie- 
render Nukleinsaureabschnitt. 

Besonders bevorzugt werden Transmembr anl inkerdomanen verwen- 
det, die homolog bezuglich des Autotransporters sind, d.h. 
die Transmembranl inkerdomanen werden von Nukleinsaureab- 
schnitten direkt B'-seitig der Autotransporterdomanen ko- 
diert. Die Lange der Transmembranl inker ist vorzugsweise 30 - 
16 0 Aminosauren. 

Die Transporterdomane ist in der Lage, in der AuSenmembran 
des Wirtsbakteriums ein sogenanntes S-Fa£ auszubilden. Das 
fi-FaS besteht aus einer geraden Anzahl antiparalleler , amphi- 
patischer, S-Faltblatter . Diese Struktur besitzt wie andere 
Proteine der AuSenmembran Gram-negativer Bakterien am C-Ter- 
minus eine aromatische Aminosaure wie Phenylalanin oder Tryp- 
tophan. Darauf folgen abwechselnd geladene (polare) und un- 
geladene (hydrophobe) Aminosauren, eine Struktur, die eine 
Rolle bei der Faltung mit der Membran zu spielen scheint . Die 
Anzahl und Lage der amphipatischen, S-Faltblatter lassen sich 
mit Hilfe eines geeigneten Computerprogrammes identif izieren 
und mit Hilfe von Analogien zu den AuSenmembranporinen, von 
denen die Kristallstruktur bekannt ist (Cowan et al . , Nature 
358 (1992) 727 - 733) , zur Konstruktion eines Modells der 
FaSstruktur verwenden. Vorzugsweise ist die FaSstruktur auf- 
gebaut wie f olgt : 9-14, insbesondere ca. 12 Aminosauren (AS) 
fur einen Membrandurchgang; keine oder eine minimale Anzahl 
geladener AS zeigen in einem S-Faltblatt nach aufien; kleine 
oder gar keine Schleifen zeigen nach innen, gegebenenf alls 
zeigen grofie oder sehr groiSe Schleifen nach auEen; das B-FaS 
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setzt sich aus 12 , 14, 16 oder 18, insbesondere aus 14 anti- 
parallelen S-Faltblattern zusammen. 

Ausgehend von dem Modell des Fasses kann nun der fur den 
Selbsttransport durch die AuSenrnembran notwendige Bereich 
festgelegt werden und mit einem Signalpeptid und einer Passa- 
gierdomane auf genetischer Ebene verkniipft werden. Die 
Expression dieses Konstruktes ermoglicht dann den Transport 
des Passagierproteins zur Bakterienoberf lache , wobei das Si- 
gnalpeptid ursprunglich von dem Passagier oder einem anderen 
Protein stammen kann. Dabei mufi berucksichtigt werden, dag 
zugehorig zu dem S-FaS eine in der Lange und Sequenz geeig- 
nete Linkerregion mit verkniipft wird, die durch die gebildete 
Pore durchreicht und dafiir sorgt, daS die Passagierdomanen 
vollstandig an der Oberf lache exponiert sind. 

Ein wesentliches Merkmal des erf indungsgemaSen Verfahrens 
ist, daS das Wirtsbakterium gegenuber dem fur die Transpor- 
terdomane kodierenden Nukleinsaureabschnitt homolog ist, d.h. 
die Wirtszelle und die Transporterdomane werden aus homologen 
Familien, z.B. Enterobakterien, vorzugsweise aus homologen 
Gattungen, z.B. Escherichia, Salmonella oder Helicobacter,- 
besonders bevorzugt aus homologen Spezies, z.B. Escherichia 
coli, Salmonella typhimurium ausgewahlt . Besonders bevorzugt 
werden Salmonella oder E.coli als Wirtsbakterium und eine 
ebenfalls aus Salmonella oder E.coli stammende Transporterdo- 
mane oder eine Variante davon verwendet . 

Als besonders geeigneter E.coli Wirtsstamm sei hier der Stamm 
JK3 21 (DSM 8860) genannt , der ompT", dsbA" ist und den gene- 
tischen Marker fpt tragt, was zu einer stabilen Oberf lachen- 
expression auch groSer Proteine, wie z.B. der V h -Kette eines 
Antikorpers mit Hilfe des igaS-Helf erproteins f uhrt . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm betrifft die vorliegende 
Erfindung daher ein Tragerprotein, das eine Autotransporter- 
funktion ausubt, und eine Oberf lachenexposition von rekombi- 
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nanten Proteine in Escherichia coli mit hoher Ausbeute ermog- 
licht. In einem typischen Beispiel handelt es sich dabei urn 
den Autotransporter des "adhesin-involved-in-dif fuse-adheren- 
ce" (AIDA-I) aus E.coli (Benz und Schmidt, Infect. Immun, 57 
(1989), 1506 - 1511). Die Transporterdomane des AIDA-I- 
Proteins ist in Fig. 2 dargestellt. Neben dieser spezifischen 
Sequenz konnen auch Variant en davon verwendet werden, die 
beispielsweise durch Veranderung der Aminosauresequenz in den 
nicht am Membrandurchgang beteiligten Schleif enstrukturen 
erzeugt werden konnen. Gegebenenf alls konnen die fur die 
Oberf lachenschleif en kodierenden Nukleinsaureabschnitte auch 
vollstandig deletiert werden. 

Auch innerhalb der amphipatischen fi-Faltblattstrukturen kon- 
nen konservative Aminosaureaustausche , d.h. der Austausch 
einer hydrophilen durch eine andere hydrophile Aminosaure 
oder/und der Austausch einer hydrophoben durch eine andere 
hydrophobe Aminosaure vorgenommen werden. Vorzugsweise hat 
eine Variante eine Homologie von mindestens 80 % und insbe- 
sondere mindestens 90 % zu der in Fig. 2 angegebenen Sequenz 
der AIDA-I Autotransporterdomane zumindest im Bereich der S- 
Faltblattstrukturen . 

In einem weiteren typischen Beispiel handelt es sich bei dem 
verwendeten Autotransporter urn den des SepA-Proteins aus Shi- 
gella flexneri (Benj ellou-Touimi et al . , Mol . Micobiol 17 

(1995) 123 - 135) oder eine Variante davon. In einem weiteren 
typischen Beispiel handelt es sich urn den Autotransporter des 
IcsA-Proteins aus Shigella flexneri (Goldberg et al . , J.Bac- 
teriol 175 (1993), 2189-2196) oder des Tsh-Proteins aus 
E.coli (Provence et al . , Infect . Immun 62 (1994), 1369-1380). 
In einem weiteren typischen Beispiel handelt es sich urn den 
Autotransporter des Hsr-Proteins aus Helicobacter mustelae 

(O'Toole et al . , Mol . Microbiol . 11 (1994), 349-361), des 
Prn-Proteins aus Bordetella ssp. (Charles et al . , Proc.Natl. 
Acad.Sci USA 86 (1989), 3554-3558; Li et al . , J. Gen. Micro- 
biol . 138 (1992), 1697-1705), des Ssp-Proteins aus Serratia 
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marcescens (z.B. Yanagida et al . , J.Bacteriol. 166 (1986), 
937-944 oder Genbank-Accessionnr . X59719, D78380) , des Hap- 
Proteins aus Haemophilus influenzae (StGeme et al . , Mol . Mi- 
crobiol. 14 (1994), 217-233), des BrkA-Proteins aus Bordetel- 
la pertussis (Fernandez und Weiss, Infect . Immunol . 62 (1994), 
4727-4738) , des VacA- Proteins aus Helicobacter pylori 
(Schmitt und Haas, Mol .Microbiol . 12 (1994), 307-319) oder 
verschiedener Proteine aus Rickettsien (z.B. 190kDa Zellober- 
f lachenantigene, Genbank-Accessionnr. M31227; SpaP, Carl et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990), 8237-8241; rOmpB, 
Gilmore et al . , Mol . Microbiol . 5 (1991), 2361-2370 und Sip T, 
Hahn et al . , Gene 133 (1993), 129-133) bzw. eine - wie vor- 
stehend definierte - Variante davon. 



Die DNA-Sequenzen und die davon abgeleiteten Aminosaurese- 
quenzen der zuvor genannten Autotransporter sind in den Figu- 
ren 7-24 dargestellt . 

Weitere Autotransporterdomanen in bakteriellen Oberflachen- 
proteinen oder in sekretierten bakteriellen Proteinen konnen 
aus in Datenbanken vorliegenden Proteinsequenzen aus in Pro- 
teinsequenzen, die auf in Datenbanken verfugbaren DNA-Sequen- 
zen basieren, oder aus durch Sequenzanalyse direkt oder indi- 
rekt iiber die DNA-Sequenz bestimmten Proteinsequenzen abge- 
leitet werden. Die entsprechenden kodierenden Regionen (Gene) 
konnen zur Herstellung von Vektoren oder Fusionsproteingenen, 
die eine effektive Oberf lachenexpression von Passagierprotei- 
nen in Gram-negativen Bakterien, insbesondere E.coli ermogli- 
chen, verwendet werden. 



Oberf lachenprasentation bzw. -exposition bedeutet erfindungs- 
gemaS, daS die Fusionsproteine bzw. Passagierdomanen auf der 
dem Medium zugewandten Seite der auSeren Bakterienmembran 
lokalisiert sind. Oberf lachenexponierte Passagierproteine 
sind in intakten Gram-negativen Bakterien frei zuganglich fur 
Bindungspartner . 
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In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die vorlie- 
gende Erfindung also die Oberf lachenprasentation von Peptiden 
oder in einer weiteren Ausf uhrungsf orm die Oberf lachenprasen- 
tation von Peptidbibliotheken in Gram-negativen Bakterien, 
insbesondere in E.coli und deren Verwendung zur Bestimmung 
der Affinitat zu einem Antikorper oder einem anderen Rezeptor 
bzw. zur Epitopkartierung. Epitopkartierung bedeutet, dag das 
Peptid mit der hochsten Affinitat zu einem Antikorper oder 
einem anderen Rezeptor oberf lachenexponiert auf dem produzie- 
renden Stamm identif iziert wird. Dabei wird ein entscheiden- 
der Vorteil der vorliegenden Erfindung gegeniiber den bisher 
verwendeten Phagensystemen (Makowski, Gene 128 (1993), 5 - 
11) zur Expression von Peptidbibliotheken deutlich. In dem 
erf indungsgemafien bakteriellen System erfolgt mit der Identi- 
fizierung eines die gewunschten Eigenschaf ten tragenden Pep- 
tides gleichzeitig die Selektion des klonalen Produzenten. 
Dieser kann unmittelbar vermehrt werden und zur Produktion 
groSerer Mengen des gewunschten Peptides verwendet werden, 
ohne daS wie im Phagensystem aufwendige Zyklen von Infektion 
(Phagenvermehrung) und Selektion (Phagenauswahl ) notwendig 
sind. Gleichzeitig mit der Vermehrung des das korrekte Peptid 
oberf lachenexponiert exprimierenden Stammes erfolgt eine Am- 
plifikation des entsprechenden kodierenden Gens, dessen Se- 
quenzanalyse eine eindeutige Identif izierung und Charakteri- 
sierung des Peptids mit einfachen und etablierten Techniken 
erlaubt. Diese erf indungsgemafien Vorteile treffen auf alle 
mit der vorliegenden Erfindung oberf lachenexponiert expri- 
mierten Passagierdomanen, d.h. Peptide und Polypeptide zu . 

Eine erf indungsgemafi hergestellte Peptidbibliothek enthalt 
also Fusionsproteine, zusammengesetzt aus einem Autotranspor- 
ter, in einer besonders bevorzugten Variant e aus dem AIDA 
Autotransporter, und einem Peptid, das in einem Gram-negati- 
ven Bakterium, bevorzugt E.coli oberf lachenexponiert produ- 
ziert wird. Die hohe Varianz an verschiedenen exprimierten 
Peptiden ergibt sich in einem typischen Beispiel durch die 
Klonierung von degenerierten, synthetisch hergestellten Oli- 
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gonucleotiden zwischen die kodierenden Regionen fur das Si- 
gnalpeptid und den Autotransporter. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungs form ermoglicht die 
vorliegende Erfindung die Expression von als Antigen wirken- 
den Proteinen oder Proteinf ragmenten auf der Oberflache von 
Giram-negativen Bakterien, bevorzugt von E.coli. Die Konstruk- 
tion eines derartigen Fusionsproteines erfolgte erfindungs- 
gemafi unter Verwendung der S-Untereinheit des Toxins von Vi- 
brio cholerae (CtxB) als Passagier und dem AIDA Autotranspor- 
ter als Tragerprotein. Die Zuganglichkeit der oberf lachenex- 
ponierten antigenen Domanen fur in Frage kommende Bindungs- 
partner wurde erf indungsgemaS nachgewiesen durch Markierung 
mit einem fur CtxB spezifischen Antiserum. Dabei zeigte sich, 
dafi die rekombinanten, in die AuSenmembran des E.coli Wirts- 
stammes eingelagerten Fusionsproteine bis zu 5 % des Gesamt- 
zellproteins ausmachen konnen, was eine erheblich verbesserte 
Effizienz im Vergleich za anderen Systemen bedeutet . Das hier 
beschriebene Verfahren ermoglicht somit die stabile Produk- 
tion und Presentation von antigen wirkenden Proteinen oder 
Proteinf ragmenten auf der Oberflache von Gram-negativen Bak- 
terien und in einer bevorzugten Ausf iihrungs form deren Verwen- 
dung als Lebendvakzine, zur oralen Vakzinierung oder zum 
Screening von Seren oder Antikorperbanken . Die Verwendung von 
Bakterienzellen, beispielsweise attenuierten Salmonella Stam- 
men (Schorr et al . , Vaccine 9 (1991) 675-681), mit oberf la- 
chenexponiert exprimierten antigen wirkenden Proteinen hat 
sich bei der Lebendvakzinierung als vorteilhaft gegeniiber der 
intrazellularen bakteriellen Expression von Antigenen erwie- 
sen . 

Generell erlaubt die vorliegende Erfindung in einer bevorzug- 
ten Ausf uhrungsf orm die Oberf lachenexpression aller Passagie- 
re, die in ihrem wesentlichen Bestandteil Peptide oder Pro- 
teine sind auf der Oberflache von Gram-negativen Bakterien, 
insbesondere E . coli . 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm dient die 
C-terminale Domane des AIDA Proteins, der AIDA Autotranspor- 
ter, als Membrananker zur Presentation rekombinanter Polypep- 
tide des Immunsystems, z.B. rekombinanter Antikorperdomanen 
auf der Oberflache von Gram-negativen Bakterien. Die Oberfla- 
chenexpression von rekombinanten Ant ikorper fragment en ermog- 
licht deren rasche Modif izierung wie auch die Bewertung und 
Untersuchung ihrer Antigen-bindenden Eigenschaf ten . So wird 
es moglich ganze Bibliotheken von f unktionellen Antikorper- 
fragmenten oberf lachenexponiert zu produzieren und auf be- 
stimmte vorgegebene Bindungseigenschaf ten oder Affinitaten 
hin zu testen. Der Vorteil der vorliegenden Erfindung gegen- 
uber den bisher verwendeten Phagensystemen liegt darin, daB 
die Variation, d.h. die genetische Manipulation und die Pro- 
duktion des Proteins in demselben Wirtsorganismus erfolgen 
kann. Dabei kann die genetische Manipulation eine gezielte 
sein (ortsspezif ische Mutagenese) oder eine zufallige, unter 
Verwendung von degenerierten Oligonukleotiden zur Synthese 
einer intakten Fusion aus Antikorper-kodierendem Fragment als 
Passagier und dem Autotransporter als Tragerprotein . Ebenso 
kann die genetische Manipulation in Form von in vivo-Mutage- 
nese erfolgen, indem man die Bakterien, die das Gen fur das 
Fusionsprotein enthalten, energiereicher Strahlung (z.B.UV) 
oder chemischen, mutagen wirkenden Agenzien aussetzt . 

Die erf indungsgemaSe Selektion des Molekiils mit den korrekten 
Bindungseigenschaf ten geht einher mit der Selektion der pro- 
duzierenden Bakterienzelle. Daraus wird ersichtlich, daS 
diese erf indungsgemaSe Verf ahrensweise in ihrer Strategie 
bestehend aus Variation und nachf olgender Selektion der na- 
tiirlichen Strategie des Immunsystems zur bestmoglichen Anpas- 
sung von Bindungseigenschaf ten immunogener Molekule angelehnt 
ist. Zur Expression f unktioneller Antigen-bindender Teile von 
Antikorpern, die gewohnlich nicht glykosyliert werden, auf 
der Oberflache von Gram-negativen Bakterien, vorzugsweise 
E.coli sind verschiedene erf indungsgemaSe Vorgehensweisen 
denkbar . Zwei monovalente Fragmente konnen zusammen prasen- 
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tiert werden durch getrennte Fusionen der leichten Kette (VL) 
und der schweren Kette (VH) mit j eweils ' einer Autotranspor- 
terdomane, die unabhangig voneinander mit verschiedenen kom- 
patiblen Vektoren oder unter Kontrolle verschiedener Promoto- 
ren auf dem gleichen Vektor in einer Wirtszelle exprimiert 
werden. Auf der Oberf lache lagern sich beide oberf lachenexpo- 
niert vorliegenden Antikorperdomanen zu einem f unktionellen 
Fv-Fragment zusammen, wobei die Stabilitat der Interaktion 
durch eine chemisch induzierte Disulf idbriickenbildung oder 
anders geartetes chemisches cross -linking gefordert werden 
kann . 

In einer weiteren erf indungsgemaSen Vorgehensweise werden 
Fusionsproteine hergestellt, die den Autotransporter als Tra- 
gerprotein enthalten, und als Passagier die leichte Kette 
(VL) und die schwere Kette (VH) einer Antigen-bindenden Do- 
mane eines Antikorpers, verkmipft uber ein kurzes Linker-Pep- 
tid (z.B. [Gly 4 Ser] 3 ) , das eine korrekte Zusammenlagerung der 
beiden Ketten zu einem f unktionellen Fv-Fragment erlaubt . Bei 
der Konstruktion solcher single-chain (sc) Fv-Fragmente ist 
sowohl eine Verknupfung des N-Terminus der leichten Kette mit 
dem C-Terminus der schweren Kette, wie auch eine Verknupfung - 
des N-Terminus der schweren Kette mit dem C-Terminus der 
leichten Kette moglich (Pluckthun Immun. Rev. 130 (1992) , 151 
- 188) . Mit den beschriebenen Vorgehensweisen ist auch die 
Produktion eines kompletten Fab-Fragmentes moglich . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung die oberf lachenexponierte Expression 
von MHC-Klasse II Molekiilen in E.coli gegebenenf alls mit de- 
finierten eingelagerten Peptiden. Dabei sind zwei Strategien 
denkbar. In der einen Variante werden zwei verschiedene Fu- 
sionsproteine, die beide einen Autotransporter als Tragerpro- 
tein enthalten, auf getrennten kompatiblen Vektoren oder auf 
einem Vektor unter Kontrolle unterschiedlicher Promotoren in 
einer Wirtszelle exprimiert. Als Passagierprotein dient ein- 
mal die a-Kette des gewiinschten MHC-Klasse II Subtyps und zum 
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anderen die 6-Kette dieses Subtyps, an deren N-Terminus uber 
einen Linker das gewiinschte Peptid angehangt sein kann (Ko- 
zono et al . , Nature 369 (1994) 151-154). 

In der zweiten Variante wird ein Passagierprotein bestehend 
aus dem Peptid, der fi-Kette und der a-Kette mit einem Auto- 
transporter fusioniert. Auf der Bakterienoberf lache lagern 
sich die or- und S-Kette zu einem f unktionellen MHC-Molekiil 
zusammen, wobei das Peptid sich korrekt in die Bindungsgrube 
einlagert. Die Stabilitat des Komplexes kann durch chemisch 
induzierte Disulf idbruckenbildung unterstutzt werden . Die 
Variation des eingelagerten Peptides ist moglich durch orts- 
spezifische Mutagenese oder/und durch den Einsatz von degene- 
rierten Oligonukleotidprimern bei der Herstellung der die 
Fusionsproteine kodierenden DNA- Fragment e , ebenso wie durch 
in vivo-Mutagenese Methoden unter Verwendung von energierei- 
cher Strahlung oder/und chemischen Mutagenen. 

Auch hier wird noch einmal der Vorteil des erf indungsgema&en 
Verfahrens deutlich. Variation des Bindungspartners , Expres- 
sion, Selektion des Molekuls mit den optimalen Eigenschaf ten, 
Sequenzanalyse und stabile Produktion kann in einem Wirtstamm 
erfolgen. Damit wird beispielsweise auch eine rasche Charak- 
terisierung von Varianten bereits bekannter Liganden mit bes- 
seren Bindungseigenschaf ten moglich und damit eine Liganden- 
oder Rezeptoroptimierung . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung die Oberf lachenexpression von immunmo- 
dulatorischen Rezeptoren wie beispielsweise CD1, Fc-Rezeptor 
Oder MHC-Klasse I Molekulen, sowie deren gezielte Variation. 

In weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die vor- 
liegende Erfindung die Oberf lachenexpression von T-Zellrezep- 
toren oder Teilen davon, aber auch von weiteren Oberflachen- 
antigenen eukaryontischer Zellen oder Zellen des 
Immunsys terns . 



WO 97/35022 




PCT/EP96/01130 



In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm sind die ober- 
flachenexprimierten Proteinf ragmente oder Peptide T-Zellepi- 
tope, die im Anschlufi an die Aufnahme der Bakterien durch 
adaquate Zellinien oder Primarzellen, wie z.B. Makrophagen 
als in MHC-Molekiile der Klasse I oder II eingelagerte Peptide 
prasentiert werden und zur Stimulation spezifischer T-Zellen 
dienen koniien. 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm ermoglicht das 
erf indungsgemaSe Verfahren die Oberf lachenexpression und die 
Variation eines Peptids oder Polypeptids mit einer Affnitat 
zu einem Bindungspartner, eines Liganden, eines Rezeptors, 
eines Antigens, eines Toxin-bindenden Proteins, eines Pro- 
teins mit enzymatischer Aktivitat, eines Nukleinsaure-binden- 
den Proteins, eines Inhibitors, eines Chelator-Eigenschaf ten 
habenden Proteins, eines Antikorpers oder einer Antigen-bin- 
denden Domane eines Antikorpers. 

Unter dem Begriff "Bindungspartner" wird erf indungsgemafi ein 
Element, ein Molekiil, eine chemische Verbindung oder ein Ma- 
kromolekul verstanden, wobei der Bindungspartner und/oder 
die, die Fusionsproteine exprimierenden Bakterienzellen frei 
loslich, gebunden an eine Matrix oder aber assoziert mit ei- 
ner biologischen Membran vorliegen. 

Der Begriff "Antigen bindende Domane" bezeichnet erfindungs- 
gemaS mindestens den Bereich eines Antikorpermolekiils , der 
hinreichend ist fur die spezifische Bindung eines Antigens. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung eine chemische, physikalische oder/und 
enzymatische Modifikation des oberf lachenexponierten Passa- 
gierpeptids bzw. -polypeptids oder Teilen davon, wobei die 
Modifikation eine kovalente Modifikation, eine nicht-kova- 
lente Modifikation, eine Glykosilierung, eine 
Phosphorylierung oder eine Proteolyse sein kann. 
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Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Herstellung einer varian- 
ten Population von oberf lachenexponierten Peptiden und zur 
Identif izierung von Bakterien, die Peptide bzw. Polypeptide 
mit einer jeweils gewiinschten Eigenschaft tragen, gliedert 
sich in folgende Schritte: 

(1) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene durch Klonie- 
rung der kodierenden Sequenz eines gewiinschten Passa- 
giers in frame mit der kodierenden Sequenz der Transpor- 
terdomane eines Autotransporters und eines Signalpepti- 
des, wobei die einzelnen Teilf ragmente iiber PCR amplifi- 
ziert oder aus Restriktionsverdauungen anderer DNA stam- 
men konnen, in mindestens einen Vektor; 

(2) Variieren des Passagiers durch Mutagenese z.B. durch 
ortspezif ische Mutagenese, Verwendung von degenerierten 
Oligonukleotidprimern in der PCR, durch chemische Muta- 
genese oder durch Verwendung energiereicher Strahlung; 

(3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wirtsbakte- 
rien; 

(4) Exprimieren des Fusionsgens bzw. der Fusionsgene in den 
Wirtsbakterien, die das Fusionsprotein oder die Fusions- 
proteine stabil an der Oberf lache prasentieren . 

(5) Kultivieren der Bakterien z.B. in Flussigkultur oder auf 
Agarplatten zur Produktion des stabil oberf lachenexpo- 
niert prasentierten Passagiers oder der stabil oberfla- 
chenexponiert prasentierten Passagiere; 

(6) gegebenenf alls Selektionieren der Bakterien, die den 
Passagier oder die Passagiere mit den gewiinschten Eigen- 
schaften auf der Oberflache tragen und 

(7) gegebenenf alls Charakterisieren eines Bindungspartners 
fur den Passagier mit den optimalen Eigenschaf ten . 
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Dabei kann erf indungsgemaS dieses Verfahren mehrmals durch- 
laufen werden, urn die Eigenschaf ten des oberf lachenexponier- 
ten Peptids bzw. Polypeptids schrittweise dem gewiinschten 
Bindungsverhalten anzupassen oder in einem ersten Schritt den 
Bindungspartner beziiglich einer Eigenschaft zu optimieren und 
in einem zweiten Schritt beziiglich einer oder mehrerer ande- 
rer Eigenschaf ten . ErfindungsgemaS konnen aber auch in Abhan- 
gigkeit der gewiinschten Anwendung auch nur einzelne Teil- 
schritte des Verfahrens miteinander verkniipft werden, in ei- 
nem typische Beispiel die Teilschritte (1), (3), (4) und (5), 
aber auch alle anderen moglichen Kombinationen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungs form dieses Verfahrens ent- 
halt das Fusionsprotein als Tragerprotein die Autotranspor- 
terdomane des AIDA Proteins oder eine Variante davon, die 
eine Sezernierung des Fusionsproteines ermoglicht. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm dieses Verfah- 
rens enthalt das Fusionsprotein als Tragerprotein den SepA 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den IcsA 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Tsh 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Ssp 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Hap 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Prn 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Hsr 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den BrkA 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den VacA 
Autotransporter oder einen Teil davon oder einen Rickettsia- 
Autotransporter oder einen Teil davon, 
die jeweils die Sezernierung des Fusionsproteines 
ermoglichen . 

Die Expression multimerer Proteine wird erf indungsgemaS mo- 
glich durch Herstellung verschiedener Fusionsproteine in ei- 
ner Zelle, die sich auf der Oberf lache zu einer f unktionellen 
Einheit zusammenlagern . 
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Die geringe Generationszeit der als Wirtsorganismen verwend- 
baren Bakterien ermoglicht einen permanenten Zyklus von Va- 
riation und Selektion, der eine evolut ionsartige Anpassung 
des Passagierpoteins, aber auch des Autotransporters an vor- 
gegebene Eigenschaf ten ermoglicht. Dabei kann es sich in ei- 
nem typischen Beispiel urn Bindungsaf f initaten zwischen dem 
Passagierprotein und einem Bindungspartner handeln. Die Iso- 
lierung der Bakterien mit dem stabil exponierten Fusionspro- 
tein erfolgt in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm dieses Ver- 
fahrens durch Bindung an einen immobilisierten oder/und mar- 
kierten Bindungspartner, z.B. einen Matrix- fixierten Bin- 
dungspartner, an einen Fluoreszsnz -markierten Bindungspart- 
ner, einen Magnetpartikel -markierten Bindungspartner dder 
einen chromogen markierten Bindungspartner. In einer weiteren 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist der Bindungspartner so modi- 
fiziert, date er in einem zweiten Schritt durch einen fur die 
Modif ikation spezifischen Bindungspartner detektiert werden 
kann . 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereit- 
stellung von stabil exprimierten Fusionsproteinen oder Teilen 
davon oder von Bakterien mit stabil auf der Oberflache expri- 
mierten Fusionsproteinen und deren Verwendung fur therapeu- 
tische Zwecke oder diagnostische Zwecke, bei der 
Schadstof f anreicherung oder Entfernung, bei der Inaktivierung 
von Toxinen, bei der Rohstof f mobilisierung, bei der Lebens- 
mittelherstellung oder -verarbeitung, bei der Waschmittelher- 
stellung, bei der Markierung von ausgesuchten eukaryontischen 
oder prokaryontischen Zellen. Erf indungsgemaS konnen Antikor- 
per oder Antikorperf ragmente stabil auf der Oberflache expri- 
mierende Bakterien, in einem typischen Beispiel unter Verwen- 
dung des AIDA Autotransporters als Transporterdomane zur Pro- 
duktion derselben verwendet werden, wobei diese Antikorper 
oder Antikorperf ragmente anschlieSend, gegebenenf alls nach 
einer Aufreinigung fur diagnostische oder therapeutische 
Zwecke eingesetzt werden. Mit solchen Antikorpern oder Anti- 
korperf ragmenten ware es beispielsweise moglich, Zellen mit 
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bestimmten Oberf lachenmarkern, als typisches Beispiel seien 
hier Tumorantigene genannt , spezifisch zu bezeichnen oder zu 
selektionieren. In einem weiteren typischen Beispiel handelt 
es sich bei den markierten Oberf lachenmarkern um Rezeptoren, 
wobei die Markierung einhergeht mit der Blockierung der oder 
einer der Rezeptoreigenschaf ten, womit eine gezielte Inhibi- 
tion einer durch den Rezeptor ausgelosten oder vermitteiten 
Signaltransduktion und der damit verbundenen Zellfunktion 
moglich wird. 

Beschreibung der Figuren 

Figur 1: 

Hydrophobizitat der C-terminalen 300 Aminsoauren des AIDA-I 
Proteins . 

Die fur Autotransporter typische Pore in der AuSenmembran 
Gram-negativer Bakterien wird gebildet durch amphipat ische 
S-Faltblattstrukturen, d.fi. von Domanen mit E-Faltblattstruk- 
tur und alternierend hydrophoben und hydrophilen Aminosauren. 
Dies kann man sichtbar machen, indem man einen relativen Hy- 
drophobizitatswert der Aminosaure, der mittels eines bestimm- 
ten Algorithmus der Aminosaure zugeordnet wurde, gegen die 
Position der Aminosaure auf tragt . Es wurde der Algorithmus 
von Vogel und Jahnig (J. MoL Biol. 190 (1986) 191-199) ver- 
wendet . Die Pfeile zeigen die moglichen Membrandurchgange an, 
wobei Pfeil nach links bedeutet, dafi der Membrandurchgang von 
innen nach aufien verlauft und Pfeil nach rechts Membrandurch- 
gang von auBen nach innen anzeigt. SP deutet eine relative 
Oberf lachenwahrscheinlichkeit der Aminosauren berechnet nach 
Emini et al . (J. Virol. 55 (1985), 836-839) an. 

Figur 2 : 

Modell des Autotransporters aus dem AIDA-I Protein. 
Ausgehend von der Auftragung der relativen Hydrophobizitat 
einer Aminosaure gegen ihre Position (Figur 1) laEt sich die 
durch die antiparallelen, amphipatischen S-Faltblatter gebil- 
dete FaSstruktur als Modell darstellen. Die hier dargestellte 
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auf geschnittene FaSstruktur, wird in der Membran durch Inter- 
aktion des ersten mit dem antiparallelen letzten Membran- 
durchgang geschlossen. Die in Rauten geschriebenen Aminosau- 
ren befinden sich im Membranbereich, wobei fett umrandete 
relativ hydrcphob sind und zur AuSenseite des FaSes, also zur 
Membran hin orient iert sind, wahrend diinn umrandete relativ 
hydrophil sind und mit ihren Seitenketten zur Innenseite der 
Pore hin zeigen. In Kreisen gezeichnete Aminosauren bilden 
Schleifen auSerhalb der Membran. Alanin an Position 1 des 
Modells tragt in der vollstandigen Sequenz von AIDA-I die 
Nummer 1014, wahrend das terminale Phenylalanin in der voll- 
standigen Sequenz die Nummer 1286 tragt (Benz und Schmidt, 
Mol Microbiol 11 { 1992 ) , 153 9 - 154 6 ) . 

Figur 3a: 

Herstellung von pJM7, eines Vektors zur Ober f 1 achenexpr e s s ion 
von CtxB. 

pJM7 enthalt eine Genfusion (FP5 9) aus dem Choleratoxin B und 
der AIDA-Linker-/£- FaS-Region. Diese Genfusion wird unter 
der Kontrolle des kiinstlichen Promotors PTK (Klauser et al , 
EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) in einem Vektor mit hoher Kopien- 
zahl konstitutiv exprimiert . Das ctxB-Gen wurde mit den Oli- 
gonukleotiden EF16 und JM6 aus dem Plasmid pTKl (Klauser et 
al, EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) durch PCR amplif iziert . Der 
Autotransporter , bestehend aus dem 6-FaS und der Linkerregion 
aus AIDA-1 wurde durch Amplif ikation mit den Oligonukleotiden 
JM1 und JM7 aus einer Plasmid-DNA-Praparation von E.coli EPEC 
2787 (Benz und Schmidt, Infect. Immun. 57 (1989), 1506-1511) 
amplif iziert . Das Oligonukleotid JM 1 enthalt in seinem 5'- 
Uberhang eine Bgl 1 1 - Erkennungs sequenz , die Oligonukleotide 
JM6 und JM7 enthalten je eine KpnI-Erkennungssequenz . Die 
Vektor-DNA (pBA) wurde mit Clal und BamHI hydrolysiert und 
die beiden PCR-Produkte wurden im AnschluS an die Amplifika- 
tion mit Clal und Kpnl (EF16/JM6 -Fragment ) bzw. mit Bgl I I und 
Kpnl (JM7/JM1- Fragment) nachgeschnitten . Die so generierten 
drei Fragmente wurden in einer Ligation kondensiert . 



WO 97/35022 



- 23 - 



PCT/EP96/01130 



Figur 3 b: 

Herstellung von pJM22, eines Vektors zur Oberf lachenexpres- 
sion von Peptiden. 

pJM22 produziert das Fusionsprotein FP50, das aus drei Doma- 
nen besteht . Am N- terminalen Ende liegt die CtxB-Signalse- 
quenz, die fur den Export des entstehenden Fusionsproteins 
iiber die Zellmembran (Sec-vermittelt ) sorgt . Daran anschlie- 
£end folgt die Passagierdomane , in diesem Fall ein Peptid, 
das Epitop PEYFK. C- terminal endet das Fusionsprotein mit der 
AIDA-S-Fafi/Linker-Region, dem Autotransporter , welcher die N- 
terminal urn das Signalpeptid verkiirzte Passagierdomane auf 
die Oberf lache von E.coli bef ordert . Zur Konstruktion von 
pJM2 2 wurde zunachst die DNA von pJM7 mit Xhol hydrolysiert 
und der Vektoranteil von pJM7 durch PCR mit den Oligpnukleo- 
tiden JM7 und JM20 amplif iziert . Dabei wurde das ctxB-Gen mit 
Ausnahme seiner Signalsequenz deletiert. Das Oligonukleotid 
JM20 enthielt in seinem S'-Uberhang zusatzlich zu der Kpnl- 
Schnittsequenz funf Codons, die fiir die Aminosauren PEYFK 
kodieren. Diese Aminosaurenabf olge stellt ein lineares Epitop 
fiir den monoklonalen Antikorper Dul42 dar. Das PCR-Produkt 
wurde mit Kpnl hydrolysiert und anschliefiend mit sich selbst 
ligiert . 

Figur 4 

Expressionsnachweis und Proteasesensitivitat . 

Aufgrund der starken stabilen Expression der Fusionsproteine 
FP59 (von pJM7 aus) und FP5 0 (von pJM22 aus) in E.coli sind 
diese leicht in einem mit Coomassie Brilliant Blue gefarbten 
Ganzzellysat zu identif izieren . Proteasezuganglichkeit stellt 
ein iibliches Mittel zur Bestimmung der Lokalisierung eines 
Proteins dar. Zu zelleigenen Proteinen ist nur dann Zugang zu 
erwarten, wenn diese auf der AuSenseite der Bakterie prasen- 
tiert werden oder wenn die Aufienmembran der Bakterie fiir Pro- 
teasen durchlassig wird. Urn letzteres auszuschliefien kann man 
einen Protease-sensitiven Marker benutzen, von dem bekannt 
ist, daS er naturlicherweise im Periplasma vorliegt . Nur wenn 
dieser nicht von der eingesetzten Protease angegriffen wird, 
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ist die Integritat der AuSenmembran gewahrleistet . Zellen von 
E.coli UT56 0 0 bzw. JK3 21 wurden iiber Nacht auf LB -Agar (50 
mg/1 Ampicillin) angezogen und in PBS suspendiert . Die Zell- 
suspensionen wurde auf eine OD578 = 4,0 eingestellt. Zellen 
von 0,5 ml Zellsuspension wurden 1 min in der Tischzentrif uge 
sedimentiert und in 200 /il PBS mit 0,1 mg/ml Protease resus- 
pendiert. Die Ansatze wurden 2 0 min bei 37° C inkubiert und 
durch Abkuhlung auf 0° C, einminiitiges Sediment ieren und Re- 
suspendieren des Pellets in 40 /xl SDS-PAGE-Probenpuf f er und 
sofortiges f unf zehnminut iges Kochen gestoppt . Die Auswertung 
erfolgte nach SDS-PAGE durch Western-Blotting (4b und 4c) 
Oder durch Farbung mit Coomassie Brilliant Blue (4a) . Urn aus- 
zuschlieBen, dafi die Proteasen Zugang zum Periplasma hatten, 
wurden nicht nur Antiseren, die spezifisch fur die Passagier- 
proteindomanen sind, eingesetzt sondern auch ein Antiserum 
spezifisch fur den C-terminalen Teil von OmpA, der natiirli- 
cherweise unzuganglich im Periplasma vorliegt und deshalb 
durch extern zugesetzte Proteasen wie Trypsin nicht angreif- 
bar sein sollte (4c) . 



Figur 4a: 

SDS-PAGE und anschlieEende Farbung mit Coomassie Brilliant 
Blue zum Nachweis der Proteasesensitivitat und zur Quanhfi- 
zierung der Expression. Aufgetragen wurden Ganzzellysate von 
E.coli JK321 und E.coli UT5600. 



Spur 1 JK321 pJM7 C * 

Spur 2 JK321 pJM7 T** 

Spur 3 JK321 pJM7 -*** 

Spur 4 Molekulargewichtsmarker (94, 67, 43, 30, 20 und 

14 kDa) 

Spur 5 JK3 21 pJM22 C 

Spur 6 JK3 21 pJM22 T 

Spur 7 JK3 21 pJM22 - 

Spur 8 JK3 21 pTK61 C 

Spur 9 JK3 21 pTK61 T 

Spur 10 JK3 21 pTK61 - 
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Spur 11 UT56 0 0 pJM7 C 
Spur 12 UTS 600 pJM7 T 
Spur 13 UT56 0 0 pJM7 - 

Spur 14 • Molekulargewichtsmarker (94, 67, 43, 30, 20 und 

14 kDa) 
Spur 15 UT5600 pJM22 C 
Spur 16 UT5600 pJM22 T 
Spur 17 UT56 0 0 pJM22 - 
Spur 18 UT5600 pTK61 C 
Spur 19 UT5600 pTK61 T 
Spur 20 UT5600 pTK61 - 

C* Zellen wurden mit Chymotrypsin verdaut 
T** Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
*** native Zellen 



Figur 4 b : 

Western-Blot zum Nachweis* der Expression und der Proteasesen- 
sitivitat 

Aufgetragen wurden Ganzzelllysate von E.coli JK321 und E.coli 
UT5600. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem 
Gel nach dem Semi -dry- Verfahren auf eine Nitrozellulosemem- 
bran ubertragen. AnschlieSend wurden die Filter mit Blocklo- 
sung (PBS mit 0,5% Tween 2 0 und 0,5 M NaCl) 10 min blockiert 
und das erste Antiserum, AK55 (Kaninchen-Anti -Choleratoxin B) 
1:200 in Blocklosung verdunnt, zugegeben. Zum Nachweis des 
Epitops PEYFK wurde der Hybridom-Uberstand Diil42 1: 35 ver- 
dunnt in Blocklosung zugegeben. Die Filter wurden 1 h mit den 
primaren Antikorpern inkubiert, anschlieSend dreimal gewa- 
schen und 30 min mit ProteinA-Alkalische-Phosphatase-Konjugat 
(1: 500 in Blocklosung) inkubiert. Die Filter wurden mit 
NBT/BCIP-Farbelosung entwickelt . 



Spur 1 JK3 21 pJM7 C * 

Spur 2 JK321 pJM7 T** 

Spur 3 JK321 pJM7 -*** 

Spur 4 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 



WO 97/35022 f| ^ ^ P PCT/EP96/01130 

- 26 - 

18 kDa) 

Spur 5 JK3 21 pJM2 2 C 

Spur 6 JK3 21 pJM22 T 

Spur 7 JK3 21 pJM22 - 

Spur 8 JK3 21 pTK61 C 

Spur 9 JK321 pTK61 T 

Spur 10 JK3 21 pTK61 - 

Spur 11 UT56 0 0 pJM7 C 

Spur 12 UT56 0 0 pJM7 T 

Spur 13 UT5600 pJM7 - 

Spur 14 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 

18 kDa) 

Spur 15 UT5600 pJM22 C 

Spur 16 UT5600 pJM22 T 

Spur 17 UT5600 pJM22 - 

Spur 18 UT5600 pTK61 C 

Spur 19 UT5600 pTK61 T 

Spur 20 UT5600 pTK61 - 



C* Zellen wurden mit Chymotrypsin verdaut 
T** Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
-*** native Zellen 



Figur 4c: 

Nachweis der Integritat der Aufienmembran durch Western-Blot-- 
Analyse . 

Aufgetragen wurden Ganzzellysate von E.coli JK321 und E.coli 
UT5600. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem 
Gel nach dem Semi -dry- Verfahren auf eine Nitrozellulosemem- 
bran ubertragen. AnschlieSend wurden die Filter mit Blocklo- 
sung (PBS mit 0,5% Tween 2 0 und 0,5 M NaCl) 10 min blockiert 
und das erste Antiserum, K56 (Kaninchen Anti-OmpA) 1: 1000 in 
Blocklosung verdiinnt, zugegeben. Die Filter wurden 1 h mit 
dem primaren Antiserum inkubiert, anschlieSend dreimal gewa- 
schen und 30 min mit Protein A Alkalische-Phosphatase-Konju- 
gat (1: 500 in Blocklosung) inkubiert. Entwickelt wurden die 
Filter mit NBT/BCIP-Farbelosung . OmpA ist ein Aufienmembran- 
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protein von E.coli mit einem C-terminalen periplasmatischen 
Anteil. Dieser periplasmatische Teil ist Trypsin-sensitiv . 
Wenn Trypsin Zugang zum Periplasma hat, wird vom reifen OmpA 
(35 kDa) ein circa 10 - 11 kDa groSer Teil abgedaut . Ein Ver- 
dau wiirde also in einer Versetzung der OmpA-Bande im 
Western-Blot von 35 kDa nach 25 kDa resultieren (Klauser et 
al, EMBO J . 9 (1990) 1991- 1999) , was bei Verwendung des AI- 
DA-I Autotransporters zum Transport rekombinanter Proteine 
of f ensichtlich nicht der Fall ist 



Spur 1 JK3 21 pTKl T* 

Spur 2 JK3 21 pJM7 T 

Spur 3 JK3 21 pJM22 T 

Spur 4 JK3 21 pTK61 T 

Spur 5 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 
18kDa) 

Spur 6 JK3 21 pTKl -** 

Spur 7 JK321 pJM7 - 

Spur 8 JK321 pJM22 - 

Spur 9 JK3 21 pTK61 - 

Spur 10 leer 

Spur 11 UTS 6 00 pTKl T* 

Spur 12 UT56 00 pJM7 T 

Spur 13 UT5600 pJM22 T 

Spur 14 UT56 0 0 pTK61 T 

Spur 15 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 
18kDa) 

Spur 16 UT5600 pTKl -** 

Spur 17 UT5 60 0 pJM7 - 

Spur 18 UT5600 pJM22 - 

Spur 19 UT5600 pTK61 - 



T* Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
** native Zellen 



Figur 5 

Immunf luoreszenz 
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Die Immunf luoreszenz ganzer, nicht permeabilisierter Zellen 
stellt eine ubliche Methode des Nachweises auf der Zellober- 
flache exponierter Determinanten dar. Die dabei zur Detektion 
der Determinanten eingesetzten Antikorper sind zu groS, urn 
durch die intakte Aufienmembran zu gelangen. Zur Unterschei- 
dung und zur Abschatzung der Hintergrundaktivitat von peri- 
plasmatisch oder zellular exprimierten Determinanten benutzt 
man als Kontrolle Antikorper gegen bekanntermafien periplasma- 
tisch bzw. zellular exprimierte Antigene. 

Zellen von E.coli UT5600, die eines der Plasmide pBA, pTKl , 
pTKGl , pJM7 oder pJM22 enthielten, wurden iiber Nacht auf LB- - 
Agar (Ampicillin 50 mg/1) angezogen und in PBS bis zu einer 
optischen Dichte von 0,1 bei 578 nm suspendiert . Mit 500 fil 
dieser Zellsuspension wurden Deckglaser, die in 24 Loch-Mi- 
krotiterplatten lagen, uberschichtet . Die Zellen wurden 5 min 
in der Plattenzentrif uge auf die Deckglaser sedimentiert . 450 
/il des Uberstands wurden abgehoben und durch PBS mit 2,5% PFA 
(Paraformaldehyd) ersetzt, womit 20 min lang fixiert wurde . 
Der Uberstand wurde ganzlich abgehoben und es wurde dreimal 
mit 500 ill PBS gewaschen. Unspezif ische Bindungsstellen wur- 
den durch 5 min Inkubation mit 3 00 fil PBS, das 1% FCS ent- 
hielt, blockiert. Die Blockierungslosung wurde restlos abge- 
hoben, die Deckglaser in ihren Vertiefungen zentriert, mit 15 
fil einer 1:100 Verdunnung des Kaninchenserums AK55 (gegen 
Choleratoxin B entwickelt) bedeckt und 1 h bei Raumtemperatur 
in einer feuchten Kammer inkubiert . AnschlieEend wurde drei- 
mal mit je 500 fil PBS gewaschen, 5 min mit 350 /il PBS/FCS 
blockiert und mit 15 fil einer 1: 100 Verdunnung eines Ziege-- 
Ant i - Kaninchen - Texasrot - Kon j ugat s 30 min inkubiert. Nach fol- 
gendem dreimaligem Waschen wurden die Deckglaser auf Objekt- 
trager gelegt und mit Einbettungsmedium eingebettet . Das Er- 
gebnis der Immunf luoreszenz wurde mikroskopisch beurteilt und 
bei gleichlangen Belichtungszeiten f otographisch festgehal- 
ten . 

a) E.coli UT5600 pBA (als Negativkontrolle benutzter Stamm, 
der nur den Klonierungsvektor ohne Insert enthalt) 
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b) E.coli UT5600 pTKl (produziert das Choleratoxin B, das 
ins Periplasma export iert wird. Dieses Konstrukt dient 
zur Bestimmung der Hintergrundaktivitat des periplasrna- 
tisch exprimierten Choleratoxin B) . 

c) E.coli UT5600 pJM7 (exprimiert FP59, das Fusionsprotein 
aus AIDA und Choleratoxin B, welches auf der Oberflache 
von E.coli prasentiert wird). 

d) E.coli UT5600 pJM22 (exprimiert FP50, das Fusionsprotein 
aus AIDA und dem Epitop PEYFK. Mit diesem Konstrukt wird 
demonstriert , daS der AIDA-Anteil der FP59 und FP50 kei- 
ne Kreuzreaktivitat mit dem in diesem Experiment benutz- 
ten AK55 aufweist) . 

e) E.coli UT5600 pTK61 (produziert ein Fusionsprotein aus 
Choleratoxin B und Iga-£, das auf der Oberflache von 
E.coli prasentiert wird (Klauser et al . , EMBO J. 9 
(1990) 1991- 1999) . Dient dem Vergleich mit dem AIDA- - 
Konstrukt FP59) . 

Figur 6 

DNA-Sequenzen der verwendeten Oligonucleotide 
Figuren 7-24 

DNA-Sequenz (nicht-kodierender Strang) und davon abgeleitete 
Aminosauresequenzen von bakteriellen Autotransportern . 

Figur 7 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von AIDA- 1 aus Escherichia coli (Benz und 
Schmidt, Mol . Microbiol . 6 (1992), 1539-1546). 

Figur 8 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von BrkA aus Bordetella pertussis (Fernandez und 
Weiss, Infect Immun. 62 (1994), 4727-4738). 

Figur 9 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
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transporters von Hap aus Haemophilus influenzae (StGeme et 
al., Mol .Microbiol . 14 (1994), 217-233). 

Figur 10 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Hsr aus Helicobacter mustelae (O' Toole et 
al . , Mol .Microbiol 11 (1994), 349-361). 

Figur 11 

Darstellungen des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von IcsA aus Shigella flexneri (Goldberg et al . , 
J.Bacteriol 175 (1993) , 2189-2196) . 

Figur 12 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Prn (outer membrane protein P96) aus Borde- 
tella pertussis (Charles et al . , Proc .Natl .Acad. Sci . USA 86 
(1989) , 3554-3558) . 

Figur 13 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Prn (P70 , Pertactin) aus Bordetella paraper- 
tussis (Li et al., J . Gen . Microbiol . 138 (1992), 1697-1705). 

Figur 14 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von dem 190 kDa cell surface antigen aus 
Rickettsia rickettsii (Anderson et al . , unverof f entlicht , 
Genbank-Accessionnr . M31227) . 

Figur 15 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SpaP aus Rickettsia prowazekii (Carl et al . , 
Proc .Natl .Acad. Sci . USA 87 (1990), 8237-8241). 

Figur 16 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
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transporters aus dem 120 kilodalton outer membrane protein 
(rOmp B) von Rickettsia rickettsii (Gilmore et al . , Mol. Mi- 
crobiol . 5 (1991), 2361-2370). 

Figur 17 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SlpT aus Rickettsia typhi (Hahn et al . , Gene 
133 (1993) , 129-133) . 

Figur 18 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SepA aus Shigella flexneri (Ben j ellou-Touimi 
et al., Mol. Microbiol 17 (1995), 123-135). 

Figur 19 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp aus Serratia marcescens RH1 (Rho, unver- 
of f entlicht, Genbank-Accessionnr . X59719) . 

Figur 20 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp von S. marcescens IFO-3046, clone pSPll 
(Yanagida et al . , J.Bacteriol. 166 (1986), 937-944). 

Figur 21 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp-hl aus Serratia marcescens, strain 
IFO3 04 6 (Onishi und Horinouchi, unverof f entlicht , Genbank- 
Accessionnr. D78380) . 

Figur 2 2 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp-h2 aus Serratia marcescens, strain 
IFO3 04 6 (Onishi und Horinouchi, unverof f entlicht , Genbank- 
Accessionnr. D78380) . 



Figur 23 
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Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Tsh aus Escherichia coli (Provence et al . 
1994, Infect . Immun- 62 (1994), 1369-1380). 

Figur 24 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von VacA aus Helicobacter pylori (Schmitt und 
Haas, Mol .Microbiol . 12 (1994), 307-319). Von VacA sind noch 
mindestens 3 weitere Formen bei Helicobacter pylori bekannt , 
die sich aber in dem angegebenen Bereich nicht wesentlich 
unterscheiden . 
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BEISPIELE 

Beispiel 1: 

Identif izierung und Lokalisierung des Autotransporters in 
einem Oberf lachenprotein von Escherichia coli. 

Urn einen fur die gewunschte Anwendung adaquaten Autotranspor- 
ter, d.h. angepaSt an das Passagierprotein und den zu verwen- 
denden Wirtsstamm, zu finden, ist es notwendig eine Analyse 
der C-terminalen Aminosauresequenz eines in Frage kommenden 
Proteins durchzuf tihren . Dabei kann es sich urn ein bereits als 
Oberf lachenf aktor identif iziertes Protein handeln, aber auch 
urn eine in einer Datenbank abgelegte Aminosauresequenz eines 
Proteins mit unbekannter Funktion, urn eine von einer in einer 
Datenbank abgelegten DNA-Sequenz abgeleitete Aminosaurese- 
quenz eines Proteins oder die im Anschlufi an eine Sequenzana- 
lyse von einem Gen abgeleitete Aminosauresequenz eines Pro- 
teins. Der N-Terminus des Proteins sollte eine Signalpeptid- 
sequenz enthalten urn einen Transport uber die innere Membran 
zu ermoglichen und am C-Terminus sollte der in die Membran 
intergrierte Teil mit der aromatischen Aminosaure Phenylala- 
nin oder Tryptophan beginnen, gefolgt von abwechselnd polaren 
(oder geladenen) und hydrophoben (oder aromatischen) Amino- 
sauren. Die Passagierdomane sollte wenig Cysteine und liber- 
haupt keine Disulf idbriicken enthalten, da sich gezeigt hat, 
daS diese einen Transport des Passagiers durch die gebildete 
Pore blockiert. Der Hydrophobizitatsplot sollte eine gerade 
Anzahl von amphipatischen fi-Faltblattstrukturen anzeigen, aus 
denen sich die AuSenmembranpore konstituiert . Die amphipati- 
schen S-Faltblattstrukturen sollten ca . 12 Aminosauren lang 
sein und ein Minimum an geladenen Aminosauren zur Membran- 
seite hin orientiert enthalten, wobei die die Membrandurch- 
gange verbindenden Schleifen zum Periplasma hin wenige Amino- 
sauren enthalten. Zur AuSenseite (Medium) hin konnen 
erheblich mehr Aminosauren vorliegen. Daraus ergeben sich im 
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Hydrophobizitatsplot eine Zusammenlagerung der Membran- 
durchgange in antiparallelen Paaren mit Ausnahme des ersten 
und des letzten Membrandurchgangs , die durch antiparallele 
Zusammenlagerung miteinander die FaSstruktur der Pore voll- 
5 enden. Ausgehend von der Erfullung dieser Kriterien lafit sich 
nun ein Modell des Autotransporters aufstellen, mit Hilfe 
dessen die Lage und Ausdehnung der fur den Transport notwen- 
digen Aminosauren festgelegt werden kann. Zusatzlich zu den 
fur die Pore notwendigen Aminosauren muS fur einen funktions- 

io fahigen Autotransporter auch noch eine sogenannte Linkerre- 
gion, die vom periplasmatisch gelegenen N-Terminus der iS-Fafi- 
struktur durch die Pore an die Oberf lache verlauft, in das 
Fusionsprotein mitubernommen werden,. damit die Oberf lachen- 
exposition aller Passagierdomanen vollstandig gewahrleistet 

15 ist. 

Erstes Ziel der vorliegenden Erfindung war es ein System zur 
optimierten Oberf lachenexposition rekombinanter Proteine in 
E.coli bereitzustellen. Deshalb wurde nach einem Autotrans- 

20 porter in einem naturlichen Oberf lachenprotein von E.coli 

gesucht. Die Wahl fiel auf das Adhesin AIDA-I (Adhesin Invol- 
ved in Diffuse Adherence, Benz und Schmidt Infect. Immun. 57 
(1989) 1506-1511) , dessen Sequenz in Datenbanken verfiigbar 
war. Erf indungsgemafi zeigte sich eine Signalsequenz am N-Ter- 

25 minus von 4 9 Aminosauren, wahrend am C-Terminus die erf in- 
dungsgemaSen Vorgaben durch die Aminosarenabf olge FSYKI (Phe- 
nylalanin-Serin-Tyrosin-Lysin-Isoleucin) erfiillt waren. Die 
transportierte Domane enthielt keine Cysteine und durch den 
Hydrophobizitatsplot (Figur 1) wurden 14 antiparallele, amp- 

30 hipatische fi- Faltblattstrukturen vorhergesagt . Somit sind 
fiir die Bildung der Pore mindesten die Aminosauren von Alanin 
an Position 1014 der gesarnten Aminosauresequenz (Benz und 
Schmidt, Mol . Microbiol. 6 (1992) 1539-1546) bis zu Phenyla- 
lanin an Position 1286 notwendig (Figur 2) . Als Linkerregion 

35 wurden zusatzlich Aminosauren, die sich N- terminal an das 
Alanin 1014 anschlieSen ausgewahlt . Die somit ausgewahlte 
funktionelle Autotransporterregion konnte nun mittels PCR aus 
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der DNA des entsprechenden E.coli EPEC2787 isoliert werden 
und zur Konstruktion eines Fusionsproteins verwendet werden. 

Beispiel 2: 

Konstruktion eines oberf lachenexponierten Fusionsproteins mit 
einer antigenen Determinante als Passagierprotein 

Ausgehend von den Annahmen, dafi es sich bei AIDA-I um einen 
Autotransporter handelt und daS eine Genfusion aus einem be- 
liebigen Passagier und einem E . coli-eigenen Autotransporter 
(namlich AIDA-&) fur E.coli besser vertraglich sein sollte 
als eine Genfusion desselben Passagiers mit einem heterologen 
Autotransporter (z.B. Iga-S) wurde eine Genfusion zwischen 
aida-S und einem Gen fur ein Passagierprotein vorgenommen. Um 
den Transport des Passagiers zu gewahrleisten, wurde nicht 
nur AIDA-S sondern auch eine N- terminal vom 6-Fafi gelegene 
Verbindungsregion ( " Linker " ) kloniert . 

Als Passagier wurde CtxB ausgewahlt und das entsprechende Gen 
aus pTKl (Klauser et al , EMBO J. 9 (1990), 1991-1999) mit den 
Oligonukleotiden EF16 und JM6 mittels PCR amplif iziert . Da 
AIDA-I Plasmid-kodiert in E.coli EPEC 2787 (Benz und Schmidt, 
Infect. Immun. 57 (1989), 1506-1511) vorliegt, wurde der AI- 
DA-I Autotransporter mit Linkerregion ebenfalls durch PCR mit 
den Oligonukleotiden JM1 und JM7 aus einer Plasmidpraparat ion 
von E.coli EPEC 2787 amplif iziert . Die beiden PCR-Produkte 
wurden mit Restriktionsenzymen verdaut, deren Erkennungsse- 
quenzen in den Oligonukleotiden enthalten waren. Die beiden 
so entstandenen Fragmente wurden in einen passend vorverdau- 
ten Klonierungsvektor (pBA) mit hoher Kopienzahl kloniert . So 
entstand ein Konstrukt mit einem kunstlichen konstitut iven 
Promotor (PTK; Klauser et al . , EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) 
vor einer Genfusion bestehend aus ctxB am 5'-Ende (kodierend 
fur die Aminosauren 1-113), gefolgt von einem AIDA-I Linker 
(kodierend fur die Aminosauren 116-279 des Fusionsproteines) 
und dem AIDA-I Autotransporter (kodierend fur die Aminosauren 
280-563 des Fusionsproteines) am 3'-Ende (Figur 3a). Die ent- 
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standene Genfusion wurde FP59 benannt . 

Die verglichen mit dem bisher existierenden System Iga-S sub- 
stantiell starkere Expression, die ohne die bei Iga-S zu be- 
obachtende Neigung zur Lyse erzielt wurde, konnte eindeutig 
durch vergleichende Elektrophorese von Ganzzell -Lysaten (Fi- 
gur 4a) demonstriert werden. 

Der Nachweis der Oberf lachenexposition von FP59 wurde durch 
verschiedene Methoden gef xihrt . Die Proteasesensitivitat von 
FP59 zeigte sich im Protein-Gel durch eine Verringerung des 
Molekulargewichts im AnschluS an einen Zusatz von Trypsin 
oder Chymotrypsin (Figur 3a) . Es entstanden Protease - resis- 
tente Fragmente mit jeweils circa 33-35 kDa Masse (Figur 3a) . 
Diese Protease-resistenten Fragmente enthalten keine immuno- 
genen Anteile des Passagierproteins . Dies konnte durch 
Western-Blot -Analyse von Ganzzell -Lysaten unter Verwendung 
eines Anti-Choleratoxin B Serums im Vergleich von Protease-- 
verdauten und unverdauten FP5 9-exprimierenden E.coli gezeigt 
werden (Figur 4b und Vergleich von 4a und 4b) . 

Durch N-terminale Ansequenzierung der membrangeschutzten 
Trypsinverdauungsprodukte wurde gefunden, daS die Membranlin- 
kerregion beim AIDA-Autotransporter eine Lange von 55 Amino- 
sauren besitzt. 

Mit den Proteaseverdauungen konnte auch die Integritat der 
AuSenmembran von FP59-exprimierenden E.coli gezeigt werden 
(Abb. 4c) . Dazu wurden Ganzzell-Lysate im Anschlufi an den 
Verdau mit Trypsin durch Immunoblot mit einem Ant i-OmpA- Serum 
entwickelt. Sowohl unverdaute Zellen als auch trypsinverdaute 
Zellen zeigten ein intaktes OmpA, wie es fur Zellen mit einer 
intakten AuSenmembran zu erwarten war. 

Auch mit Immunf luoreszenzstudien lieS sich die Oberflachen- 
exposition und starke Expression von FP59 zeigen (Figur 5) . 
Durch Bindung von f luoreszenzmarkierten Antikorpern lafit sich 
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die Oberf lachenexposition eines Antigens auf einer Bakterie- 
zelle bei intakter Aufienmembran nachweisen. Dies zeigten FP59 
exprimierende E . coli-Zellen durch starke Fluoreszenz an. Die 
als Negativkontrollen verwendeten E.coli Zellen mit periplas- 
matisch exprimiertem Choleratoxin B, mit oberf lachenexponier- 
tem FP50 (Figur 3b) und mit nichtrekombinantem Klonierungs- 
vektor waren eindeutig negativ. Das periplasmatische Cholera- 
toxin B demonstrierte die Unzuganglichkeit des Periplasmas 
fur Antikorper (Figur 5b) , durch das negative Resultat der 
Immunf luoreszenz mit FP50 konnte eine Kreuzreaktivitat des 
verwendeten Antiserums (gegen das Passagierprotein) mit den 
AIDA-Anteilen von FP59 ausgeschlossen werden (Figur 5d) . Die 
Immunf luoreszenz mit dem nichtrekombinanten Klonierungsvektor 
war ein Mag fur die der Mefimethode innewohnende Hintergrund- 
farbung (Figur 5a) . AuEerdem war somit .ein Vergleich der Ex- 
pression von FP59 mit B61, dem von pTK61 produzierten, ober- 
f lachenprasentierten Choleratoxin B- Iga-fi-Fusionsprotein mog- 
lich (Figuren 5c und 5e) , wobei ebenfalls ein eindeutiger 
Vorteil des neuen erf indungsgemaSen Systems nachgewiesen wer- 
den konnte . 

Beispiel 3 : 

Konstruktion einer oberf lachenprasentierten Peptidfusion 

Ein Peptid, das als lineares Epitop fur einen monoklonalen 
Antikorper (Dul42) f ungiert , wurde auf der Oberf lache prasen- 
tiert und nachgewiesen. Zur Klonierung des Peptids wurde eine 
PCR-abhangige Strategie benutzt, die fur die Generierung und 
Oberf lachenexposition von Peptidbibliotheken aufierst geeignet 
ist. Dabei wird eine dreifache Genfusion aus dem Exportsignal 
von ctxB (Basen 1- 81) , einer fur ein Peptid kodierenden kur- 
zen Sequenz (Basen 82-96) und der aida-linker/aida-S-Region 
(Basen 103-1450) gebildet. 

pJM7 (Figur 3a) wurde mit Xhol linearisiert und als Matrize 
fur eine PCR mit den Oligonukleotiden JM7 und JM20 (Figur 6) 
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benutzt (Figur 3b) . Beide Oligonukleotide wiesen an ihren 
S'-Enden eine KpnI-Erkennungssequenz auf JM7 wurde so ge- 
wahlt, dafi bei seiner Verwendung in einer PCR die aida-lin- 
ker/aida-S-Domanen amplifiziert wurden . JM20 wurde so ge- 
wahlt, daS im PCR-Produkt die in ctxB enthaltene Signalse- 
quenz fur den Sec-abhangigen Membrantransport iiber die Cyto- 
plasmamembran und die sechs daran anschliefienden Codons mit 
enthalten waren. Aufierdem enthielt JM20 in seiner 5' -standi - 
gen, nicht zur Matrize komplementaren Verlangerung, funf Co- 
dons, die fur das lineare Epitop des Antikorpers Diil4 2 ko- 
dierten. Stromauf warts dieser Codons lag die KpnI-Erkennungs- 
sequenz. Nach der PCR wurde das resultierende Produkt mit 
Kpnl hydrolysiert , mit sich selbst ligiert und anschliefiend 
in E.coli transf ormiert . Die Identif izierung korrekter Genfu- 
sionen wurde mittels Kolonie - Immunoblot vorgenommen (ohne 
Figur) . Der Nachweis der Expression und der Oberf lachenexpo- 
sition wurde in Analogie zu den in Beispiel 2 beschriebenen 
Methoden durch Western-Blot -Analyse von Proteaseverdauungen 
und Analyse von Proteinf arbungen im Gel (Figuren 4a,b,c) ge- 
f uhrt . 

Die Generierung umfassender Peptidbibliotheken ist durch eine 
geringfugige Anderung der hier beschriebenen Klonierungsstra- 
tegie machbar . Die fur JM2 0 beschriebene Aufteilung der ver- 
schiedenen f unktionellen Bereiche dieses Oligonukleotids muS 
dazu so geandert werden, dafi der fur das lineare Epitop ko- 
dierende Bereich durch einen Bereich ersetzt wird, der bei 
der Oligonukleotidsynthese gewollt der Degeneration unterwor- 
fen wird. Degeneration heiSt, dafi anstatt definierter Basen 
an alien Position dieses f unktionellen Bereichs einzelne, 
mehrere, oder alle Basen durch ein Basengemisch aus bis zu 
vier verschiedenen Basen ersetzt werden. Dadurch kann jedes 
Codon anstatt fur eine Aminosaure fur bis zu 20 verschiedene 
Aminosauren kodieren, wodurch ein Pool von kodierenden Se- 
quenzen ensteht, die fur alle denkbaren Kombinationen von 
Aminsosauren in einem Peptid der vorgegebenen Lange theore- 
tisch moglich sind. Die Zelle, die das Peptid mit der ge- 



WO 97/35022 



- 39 - 



PCT/EP96/01130 



wunschten Eigenschaft tragt kann nun vermittelt durch Bindung 
des oberflachenexponierten Peptids an einen Bindungspartner , 
der beispielsweise an eine Matrix immobilisiert vorliegt, 
Fluoreszenz -markiert ist oder an Magnetkugeln gekoppelt ist, 
isoliert werden und zur bestandigen Produktion und Charakte- 
risierung verwendet werden. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Presentation von Peptiden oder/und Poly- 

peptiden auf der Oberflache von Gram-negativen Wirtsbak- 

terien, 

wobei man, 

(a) ein Wirtsbakterium bereitstellt , das transf ormiert 
mit einem Vektor, auf dem in operativer Verkniipfung 
mit einem Promotor eine fusionierte Nukleinsaure- 
sequenz lokalisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signalpeptid-kodierenden Nukleinsaure- 
abschnitt , 

(ii) einen fur das zu prasentierende Passagierpep- 
tid oder/und Passagierpolypeptid kodierenden 
Nukleinsaureabschnitt , 

(iii) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerken- 
nungsstelle kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt , 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden 
Nukleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt; und 

(b) das Wirtsbakterium unter Bedingungen kultiviert, 
bei denen eine Expression der fusionierten Nuklein- 
sauresequenz und eine Presentation des von dem Nu- 
kleinsaureabschnitt (ii) kodierten Peptids oder 
Polypeptids an der Oberflache des Wirtsbakteriums 
erf olgt , 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der Nukleinsaureabschnitt (ii) gegenuber dem fur die 
Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureabschnitt 
heterolog und das Wirtsbakterium gegenuber dem fur die 
Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureabschnitt 
homolog ist . 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ der verwendete Autotransporter aus einer Gattung der 
Enterobacterioceae abgeleitet wurde und in einem Wirts- 
bakterium einer Gattung der Enterobacterioceae verwendet 
wird . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des Aida-Proteins aus 
E.coli oder eine Variante davon verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des SepA- Proteins aus Shi- 
gella flexneri oder eine Variante davon verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des IcsA- Proteins aus Shi- 
gella flexneri oder eine Variante davon verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des Tsh- Proteins aus 
E.coli oder eine Variante davon verwendet. 

7. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des Ssp-Proteins aus Ser- 
ratin marcescens oder eine Variante davon verwendet. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man die Transporterdomane des Hsr-Proteins aus Hel- 
icobacter mustelae, des Prn-Proteins aus Bordetella 
ssp., des Hap-Proteins aus Haemophilus influenzae, des 
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BrkA-Proteins aus Bordetella pertussis, des VacA-Pro- 
teins aus Helicobacter pylori oder eines der Rickett- 
sienproteine 190kDa Zelloberf lachenprotein, SpaP, rOmpB 
oder SlpT, verwendet . 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein oder mehrere Peptide, insbesondere Peptide mit 
einer Lange von 4-50 Aminosauren prasentiert werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein oder mehrere eukaryontische Polypeptide prasen- 
tiert werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypeptid um einen Anti- 
korper oder eine Antigen bindende Domane eines Antikor- 
pers handelt, wobei Antigen bindende Domane mindestens 
den Bereich eines Antikorpermolekuls bezeichnet, der 
hinreichend ist fur die spezifische Bindung eines Anti- 
gens . 

12. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daiS es sich bei dem Passagierpolypeptid um die ce-Kette 
eines MHC Klasse II Molekuls handelt. 

13. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypeptid um di^ S-Kette 
eines MHC-Klasse II Molekuls handelt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypeptid um die S-Kette 



WO 97/35022 



- 43 - 



PCT/EP96/01130 



eines MHC Klasse II Molekiils handelt, an dem N- terminal 
Aminosauren angehangt vorliegen, die sich als Peptid in 
die Bindungsgrube des f unktionellen MHC Molekiils einla- 
gern konnen . 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 -14, 
dadurch gekennzeichriet , 

dafi Bibliotheken von varianten Passagierpeptiden oder 
-polypeptiden erzeugt, in Wirtszellen exprimiert und an 
der Oberflache prasentiert werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die varianten Passagierpeptide oder -polypeptide in 
einem konstanten Kontext eines Passagierpolypept ids pra- 
sentiert werden . 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-16, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS eine Wirtsbakterienzelle unterschiedliche Passagier- 
peptide oder -polypeptide jeweils in Verbindung mit ei- 
ner Transporterdomane prasentiert. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi unterschiedliche Transporterdomanen in Verbindung 
mit unterschiedlichen Passagierpeptiden oder -polypepti- 
den verwendet werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 - 18, weiterhin 
umfassend den Schritt des Selektionierens einzelner Pas- 
sagierpeptide oder -polypeptide aus einer Bibliothek von 
varianten Peptiden oder Polypeptiden. 

20. Verfahren zur Herstellung einer varianten Population von 
oberf lachenexponierten Peptiden oder Polypeptiden und 
zur Identif izierung der Bakterien, die Peptide bzw. Po- 
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lypeptide mit einer jeweils gewiinschten Eigenschaft tra- 
gen, wobei das Verfahren folgende Schritte umf aSt : 

(1) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene durch 
Klonierung der kodierenden Sequenz eines gewiinsch- 
ten Passagiers in frame mit der kodierenden Sequenz 
der Transporterdomane eines Autotransporters und 
eines Signalpeptides in mindestens einen Vektor; 

(2) Variieren des Passagierpeptids bzw. -polypeptids 
durch Mutagenese ; 

(3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wirts- 
bakterien, die den Passagier oder die Passagiere 
stabil an der Oberflache prasentieren konnen, 

(4) Exprimieren des Fusionsgens bzw. der Fusionsgene in 
den Wirtsbakterien; 

(5) Kultivieren der Bakterien zur Produktion des stabil 
oberf lachenexponiert prasentierten Passagiers oder 
der stabil oberf lachenexponiert prasentierten Pas- 
sagiere ; 

(6) gegebenenf alls Selektionieren der Bakterien, die 
den Passagier oder die Passagiere mit den gewiinsch- 
ten Eigenschaf ten auf der Oberflache tragen, und 

(7) gegebenenf alls Charakterisieren eines Bindungspart - 
ners fur den Passagier mit den optimalen Eigen- 
schaf ten . 

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei einzelne Schritte des 
Verfahrens weggelassen werden konnen. 

22. Verfahren nach Anspruch 20, wobei das Verfahren mehrmals 
durchlaufen wird. 
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23. Verfahren nach Anspruch 20, wobei man die Transporterdo- 
mane AIDA-I oder eine Variante davon verwendet . 

24. Verfahren nach einem der Ansprtiche 20 - 23, wobei das im 
Fusionsprotein enthaltene Passagierprotein ein Peptid 
oder Polypeptid mit einer Affinitat zu einem Bindungs- 
partner, ein Ligand, ein Rezeptor, ein Antigen, ein To- 
xin-bindendes Protein, ein Protein mit enzymatischer 
Aktivitat, ein Nukleinsaure-bindendes Protein, ein Inhi- 
bitor, ein Chelator-Eigenschatf ten habendes Protein, ein 
Antikorper oder eine Antigen-bindende Domane eines Anti- 
korpers ist . 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 - 24, wobei die 
Identif izierung des Bakteriums, das einen Passagier mit 
einer gewiinschten Bindungsaf f initat oberf lachenexponiert 
prasentiert, durch Bindung an einen immobilisierten 
oder/und markierten Bindungspartner erf olgt . 

26. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der Bindungspartner so 
modifiziert ist, daS er in einem zweiten Schritt durch 
einen fur die Modifikation spezifischen Bindungspartner 
detektiert werden kann. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-26, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi Passagierproteine oder Teile davon auf der Bakte- 
rienoberf lache chemisch oder enzymatisch modifiziert 
werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Modifikation eine nicht-kovalente Modifikation 
ist . 



29 . 



Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS die Modif ikation eine kovalente Modif ikation ist. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modif ikation eine Glykosylierung ist. 

31. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modif ikation eine Phosphorylierung ist. 

32. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modif ikation eine Proteolyse ist. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Passagierproteine oder Teile davon durch intrin- 
sische oder extern zugefuhrte Proteasen selektiv von der 
Bakterienoberf lache freigesetzt werden. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Passagierproteine oder Teile davon durch eine in- 
trinsische Protease der Wirtszelle, insbesondere die 
OmpT- Protease, die OmpK-Protease oder die Protease X, 
freigesetzt werden . 

35. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet , 

date Passagierproteine oder Teile davon durch eine extern 
zugefuhrte Protease, insbesondere die IgA-Protease, 
Thrombin oder Faktor X, freigesetzt werden. 

36. Rekombina.nter Vektor auf dem in operativer Verknupfung 
mit einem Promotor eine fusionierte Nukleinsauresequenz 
lokalisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signalpept id-kodierenden Nukleinsaureab- 
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schnitt , 

(ii) einen fur das zu prasent ierende Passagierpeptid 
oder/und Passagierpolypeptid kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt , 

(iii) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerkennungs- 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschnitt , 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureabschnitt; 

wobei der Nukleinsaureabschnitt (ii) gegenuber dem fur 
die Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt heterolog ist. 

37. Rekombinantes Gram-negatives Wirtsbakterium, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es mit einem Vektor nach Anspruch 3 6 transf ormiert 
ist . 

38. Wirtsbakterium nach Anspruch 37, 
dadurch gekenxxzeichnet, 

dafi es gegenuber dem fur die Transporterdomane (v) ko- 
dierenden Nukleinsaureabschnitt homolog ist . 

39. Wirtsbakterium nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es eine E.coli Zelle ist. 

40. Wirtsbakterium nach einem der Anspruche 37-39, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der Nukleinsaureabschnitt (v) fur die Transporterdo- 
mane des AIDA- Proteins oder eine Variante davon kodiert . 
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Fig. 1 
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Figur 6 

DNA-Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide ' 1 2 & 
Name Verwendung 1) Lange(bp) Sequenz (5 '-3') 



EF16 PCR (+) 36 

JM1 PCR (-) 27 

JM6 PCR (-) 30 

JM7 PCR (+) 30 

JM20 PCR (+) 44 



TGTAAAACGACGGCCAGTATCACGAGG 
CCCTTTCGT 

GGAAGATCTGCCTCAGAAATGAGGGCC 

CATGGTACCAGGCGTTTTATTATTCCCT 
AC 



CGGGGTACCCTTAATCCTACAAAAGAA 
AGT 



AAGGGTACCTTTGAAATACTCCGGAGTA 
ATATTTTTGAGGTGTTC 



1) 

(+) und (-) beziehen sich auf den kodierenden (+) bzw. den dazu komplementaren DNA-Strang (-). 
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1 ^^ff?T?^^!?^ GAT f AC ^ AGG ^ T ^ GCTCTOGTAAGC T T AATCACGGGCAA 
A S V W M rVTV^TTTTTTTTTTTTT* f° 
6 1 ^ AA ^ C ^ C ^ CC ^ TCAG ^ T ATCAATCAGCTCGGGGGGGATATTTATAAATTCCAT 



121 



+ + + + 

NKTTTNQFINQLGGDIYKFH 



120 



AEQLGDFTLG i" hTTTTVTTT "° 

240 



1 8 1 AAAACG ATA^TTACACGAGCAACAAAGCTGCC AGAAACACACTOGATCGTTATTCTGTC 
K T I N Y T S + N V"a~ + a"~R~"n~T"Z~"d""g + "y""s""v" + 

241 < ?^*™?^-^°'^*^^ 

G V Y G t'VTTVTTVTTTTVTTT* -°° 

3 0 1 ^^f^ATAACTGGTTTAATGCATC AGTCAAAGGTCACGGACTGGAAGAAGAAAAA 

' J ' w m Q~^"V"w"T"n"a""s"T"k" g "d"g"Z"e + "e"e""k" + - 6 ° 

3 6 1 T^T^^^^^^C^TCCAGGTGGGGGATATAACCTGAATCTGCACAC A 

Y N L N G L T + ~A~~S~ A~ + g"g~~G~~Y ~ "n""l" W"h'V + 

421 3_?_f A Tf A +f ^^^^^f^^^TTC^TTACAGCCTCATTTGCAGGCTGTC 

W 77T77T"i"77777T'p""H""L + 777 + _ 80 

4 8 1 ™ ^Tff^IT^ A f CGGATACACATCAGGAG GATAACGGAACGGTCGTGCAGGGAGCA 

W M G v" 77"d + "t"~h"q" + e"d""n""g"7"v""v + "q"g"7" + f" 
541 GGG . AA ^^^ A ^ CAGACAA ^^ 

g k n r7~TT7~TTTTVTV~K~V~K~T7~ + - 00 

6 o i -T??^™? J A I A f f 000 f ^^^tc^tccgtatatagaggcaaactcgatccataac 

L D K rTTTTTTVTTT~A~~N~7r~_"H~~N~ + 
6 6 1 - - - - A !^ AA JT^ G ^^ AAAA ^ AGTCATCACAG <=CAGTTGT1GTCAGGTAGCCGAAAT 

t h e J"7777777777777777 + - 20 



721 



CAGGGAGAGATAAAGACAGGTATTGAAGGGGTGATTACTCAAAACTTGTCAGTGAATGGC 
______ __ + + + 



QGEIKTGIEGV 



ITQNLSVNG 



-+ 780 



7 8 1 _^-?I_ - - - J A T CAGGCAGGAGGTCACGGGAGCAATGCCA TCTCCGGAGCACTGGGGATA 
G V~TTTTVTTTTTTT~_~~G~T~_"g~T + 



AAATACAGCTTC 

841 + 852 

K Y S F 
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Figur 8 



CTGCGCCTGCGCGCCGACGCCGGCGGGCCATGGGCGCGTACGTTCAGCGAGCGCCAGCAG 
L RLRADAGG PWARTF S E R Q Q + 

ATCAGCAACCGCCACGCCCGCGCCTACGACCAGACGGTCAGCGGGCTGGAGATCGGCCTG 
I SNRHARAYDQTVSGL E + i"g"lT + 
GACCGTGGCTGGAGCGCGTCGGGCGGGCGCTGGTACGCCGGCGGCCTGCTCGGCTACACC 
DRGWSASGGRWYAGGLLGYT + 
TATGCCGACCGCACCTATCCCGGCGACGGTGGCGGCAAGGTCAAGGGCCTGCACGTCGGC 
YADRTYPGDGGGKVKGLHV ~cT + 
GGCTACGCCGCCTATGTCGGCGATGGCGGCTACTATCTCGACACCGTGCTGCGGCTGGGC 
GYAAYVGDGGYYLDTVL + RLG + 



CGCTACGATCAGCAATACAACATTGCCGGCACCGATGGCGGCCGCGTCACCGCCGACTAC 
301 — — + + j. ^ — — — 360 

RYDQQYNIAGTDGGRVTADY 



CGCACAAGCGGCGCCGCATGGTCGCTCGAAGGCGGGCGCCGGTTCGAGCTGCCCAACGAC 
RTSGAAWSLEGGRRFELPN D~" + 
TGGTTCGCCGAACCGCAGGCCGAGGTCATGCTGTGGCGCACGTCAGGCAAGCGCTATCGC 
WFAEPQAEVMLWRTSGKRYR + 



GCCAGCAATGGCCTGCGCGTCAAGGTGGACGCCAACACCGCCACGCTGGGCCGCCTGGGC 
481 + + + + + + 54Q 

ASNGLRVKVDANTATLGRLG 



TTGCGCTTCGGCCGCCGCATCGCCCTGGCCGGCGGCAACATCGTGCAGCCCTACGCCAGG 
LRFGRRIALAGGNIVQPYAR^ 
CTCGGCTGGACGCAGGAGTTCAAAAGCACGGGCGATGTGCGCACCAATGGCATTGGCCAT 
LGWTQEFK STGDVRTNG I G H + 
GCCGGCGCAGGCCGCCACGGCCGCGTGGAACTGGGCGCGGGCGTCGACGCCGCGTTGGGC 
AGAGRHGRVELGAGVDAALG + 
AAGGGGCACAACCTCTATGCTTCGTACGAGTACGCGGCGGGCGACCGGATCAACATTCCG 
KG HNL YA S YE YAAG D R I N I P~ + 



TGGTCGTTCCACGCCGGCTACCGCTACAGCTTC 
781 + + + 813 

WSFHAGYRYSF 
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f^uf 9 I J)i3 

CAAAGCCTGTTCGCATTAGAAGCCGCACTTGAGGTTATTGATGCCCCACAGCAATCGGAA 
QSLFALEAALEVIDAPQQSE* 



AAAG ATCGTCTAGCTCAAGAAGAAGCGGAAAAAC AACGCAAACAAAAAGACTTGATCAGC 

KDRLAQEEAEKQRKQKD^LI S + 

CGTTATTCAAATAGTGCGTTATCAGAATTATCTGCAACAGTAAATAGTATGCTTTCTGTT 

RYSNSALS E L + S A T ~v"n"s"m + ~l"s"\T + - 8 ° 

CAAGATGAATTAGATCGTCTTTTTGTAGATCAAGCACAATCTGCCGTGTGGACAAATATC 
181 + + + + + + 

QD ELDRLFVDQAQ SAVWTNI 

GCACAGGATAAAAGACGCTATGATTCTGATGCGTTCCGTGCTTATCAGCAGCAGAAAACG 

7 + + + + + + 300 

AQDKRRYDSDAFRAYQQQKT 

3 01 ^ CTT ^ CGTC; ^ TTGGGGTCC ^ 

NLRQI GVQKALANGR i"g + ~a"v~~F~ + 

TCGCATAGCCGTTCAGATAATACCTTTGATGAACAGGTTAAAAATCACGCGACATTAACG 
361 + — — + ^ ^ + 420 

SHSRSDNTFDEQVK~N~H~A t"Z"t~ + - 

ATGATGTCGGGTTTTGCCCAATATCAATGGGGCGATTTACAATTTGGTGTAAACGTGGGA 
421 + + ^ H h + 480 

MMSGFAQYQWGDLQFGV "n""v ~G + - 

4 81 ^ GGGG ^ TC ^ GTGCGAGTAA ^ TC ^ 

TGISASKMAE + E Q^^T""^ V~lT V~iT~A~ + 

ATAAATTATGGCGTGAATGCAAGTTATCAGTTCCGTTTAGGGCAATTGGGCATTCAGCCT 
541 — 

INYGVNASYQFR L~"g~~Q~~l"~G + ~I~"q~"p~ + t°° 
TATTTTGGAGTTAATCGCTATTTTATTGAACGTGAAAATTATCAATCTGAGGAAGTGAGA 

601 — h — + + + _ _ ccr\ 

yfgvnryfiereny~q~ s"e "e "v "r + - 

GTGAAAACGCCTAGCCTTGCATTTAATCGCTATAATGCTGGCATTCGAGTTGATTATACA 
661 + + + + + + 

VKTPSLAFNRYNAGIRVDYT 

^ TTTACTCCGACAGATAATATCAGCGTTAAGCCTTATTTCTTCGTCAATTATGTTGATGTT 

FTPTDNISVKPYF ~]T~V~~N~T"~v"ir~V~ + 

TCAAACGCTAACGTACAAACCACGGTAAATCTCACGGTGTTGCAACAACCATTTGGACGT 
781 + + + ^ ^ _ + 840 



SNANVQTTVNLTVLQQPFG 



R 



TATTGGCAAAAAGAAGTGGGATTAAAGGCAGAAATTTTACATTTCCAAATTTCCGCTT^'" 

84i + + + . . : + goo 



YWQKEVGLKAEILHFQIS 



A F 



ATCTCAAAATCTCAAGGTTCACAACTCGGCAAACAGCAAAATGTGGGCGTGAAATTGGGC 
901 h h h » n j h 

ISKSQGSQLGKQQNVGVKLG 

TATCGTTGG 

961 969 

Y R W 
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Figur 10 

ACCTCAATCTACACCACAGTACAGGCAGGATGGGATCATGTATTTGGCAGCGAGGGTGGA 
TS I Y T T V Q A G + W D H V F G S + E ~g"<T + - 0 



6 1 A^ACTTTTTAGGTTTTGCTC 

NDF LGF AVAYAGAAMS S + E k"k~ + - 2 ° 
121 G ^ CAGCTAGTi ^'^ TCCACAAA ^ 

EQLVNGAQKG + V K "s""s""g"'g^"n + "a""f""e" + 

ATCTCGCTCTACAACTCCTATGTACAAGATGGTGCTGCTTCTAGCACAGATTTCAAGTAT 
181 — — — — + — — — — + — — — — — + — . - . 

islynsyvqdgaass"t"d ~f"k"y~ + - 

2 41 GG ^ TTTTATAGTCATAGCGTCGCAAAATTCAGCTOC 

GFYSDSVAKF + SFL w"~N~~K~T* V""m~~F~ + -°° 

GGTGAGGACAGCTCTCCTAACATGCAAAACTTTGGTTTCACCTTCTCTCAAGAGATTGGT 
301 + + ^ ^ _ + 36Q 



GEDSSPNMQNFGFTFSQE 



I G 



3 61 ^ ATCGCTOCTTGCTAGGAAATC ^ 

YRFLLGNHNEWYITPQ G + Q V A + 



TTAGGTTATTTCAACCAAAGCAATATCAAGCAAACCCTAGGAAGCCACTGGCTAAAAGGC 
LGYFNQSNIKQTLGSHWL K~~G~ + 



GAGCAAAGTTCTATCTTCACAGTGCAGGGGCGAATTGGAAGCAACTTTGGTTATAGATTT 
481 __i , _ 

EQSSIFTVQGRIGSNF G + ~Y~~R~~F~ + 

AATCAATTCACTGAAGACAAGGGCTGGGCTTCAGAGCTTTATTTGGGCTTGTGGTACATC 
541 — — — — + — — — — + — ______ 

NQFTEDKGWASELYL G~ "l + "w~ "y"l " + 

GGCGATTATATCAGTGGTGGCAATCTTACCCTCGTGTCTGACCTAGGTTCTGTAAACACT 

601 ~~" + + + + + + 660 

GDYISGGNLTLVSDLGSVNT 

TTAAGGACTTTGAGCTCTACTGGTAGATTTGCCTTTAACATTGGTACAAACTTCGTCGTC 
661 + + + + + + 72Q 

LRTLSSTGRFAFNIGTNFVV 

AAAGATAATCATAGATTCTACTTTGATTTTGAAAGAAGCTTTGGAGGCAAAATCATCACA 
721 + + + + + + 78Q 

KDNHRFYFDFERSFGGKIIT 

GATTACCAATTCAACATTGGCTATCGCTATAACTTTGGCGAAAACAGAAAATACGTTTCT 
781 — — — — — — — -r — — — — + _ _^ . _^ ^ 840 

DYQFNIGYR YNFGENRKYV S~ + - 

CTTCTTGCAGGTAGTATGAAAGACACTATCAAAAAAGATGATAAGAAAGAAAACAAAGAA 
841 — — — 4- — — — — — — 4. 

LLAGSMKDT I K K D D K K E + N K~~eT + - 

GAGACAGAAGAAATTGAG 

901 + 918 

E T E E I E 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 




WO 97/35022 ^ J PCT/EP96/01 130 

Figur 11 



^ GAAACCACCATGTGGATTCGTACTGTTGGTGGACATAATGAGCATAATTTAGCTGATAGA 
ETTMWIRTVG + GHN "e"~h"~n""l + "a""d""r" + - 0 

CAATTAAAAACCACAGCTAACAGGATGGTTTATCAGATTGGTGGAGATATTTTGAAGACA 
61 + + + + + 

QLKTTANRMVYQIGGDILKT - 

AACTTCACTGATCATGATGGCTTGCATGTGGGTATTATGGGAGCTTATGGATATCAGGAT 
121 + + + _ + + 

NFTDHDGLHVGIMGAYGYQD - 

AGCAAAACTCATAATAAGTATACTAGTTATAGTTCACGAGGAACTGTGAGCGGTTATACT 
181 + + + + 

SKTHNKYTSYSSRGTVSGYT - 

GCCGGTTTGTAC AGTTCTTGGTTTC AGGATGAAAAAGAACGAAC AGGTCTATAT* TGGAT 

241 + + + + + + 300 

AGLYSSWFQDEKERTGLYMD 

3 01 ° C ^ TG ° TTGCAGTAC AGTTGGTTTAATAATACAGTC AAAGGAGATGGGTTAACTGGTGAG 

AWLQY SWFNNTVKGDG L + T G~~E~ + - 5 ° 

3 61 AAATAT 3 CCAGCAAAGGAATAACAG ^^ 

KYSSKGITGALEAG ~Y~~I~"y + "p"t""i~ + - 2 ° 

421 GGG ^ >G ^ AG |^ G ^ GA ^ AA ^ AA ^ A ^^ A ^ i ^^ G ^ATTGTATCTCAATCCACAAGTCCAGATA 
RWTAHNNI DN ALY l"~N~~P~"q + "v~"q""i" + 

481 ACTAGGCATCGGGTAAAAGCAAACGACTAT ^^ 

TRHGVKANDY + I E H~"n""g~~t"m + "v""t""s~ + - 4 ° 

TCTGGGGGCAATAATATTCAAGCAAAATTGGGATTGCGTACATCCTTAATTAGTCAGAGT 
541 + + + + + + 

SGGNN1QAKLGLRTSLISQS 

TGTATCGATAAGGAGACTCTTCGTAAGTTCGAACCATTTTTGGAAGTGAATTGGAAATGG 
601 + + + + + + 6g0 

C 1 DKETLRKFE PFL EVNWKW 

AGCTCAAAGCAATATGGTGTAATTATGAATGGCATGTC AAATCACC AGATAGGCAACCGT 
661 h + + + 7on 

SSKQYGv'lMNGMSNHQI g"n~~R + - 
721 ^ TC ^ ATTC ^ CTCAi ^ CTCGTC TC 

NVI ELKTGVG + G R L A D n"l + ~S~I ~~W~ + - 8 ° 

- o i ^ G ^-^CGTATCTCAGCAATTGGGTAATAACAGTTACAGAGACACCCAAGGTATTTTGGGT 
,81 + + „ . _ + 84Q 



GNVSQQLGNNSYRDTQGIL 



G 



GTGAAATATACCTTC 

841 + 855 

V K Y T F 
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Figur 12 

CTCGGCGAGTTGCGCCTGAATCCGGACGCCGGCGGCGCCTGGGGCCGCGGCTTCGCGCAA 

LGELRLNPDAGGAWGRG + FAQ + -° 

CGCCAGCAGCTGGACAACCGCGCCGGGCGGCGCTTCGACCAGAAGGTGGCCGGCTTCGAG 
61 + + * + + _ 

RQQLDNRAGRRFDQKVAG F~~E + - 



CTGGGCGCCGACCACGCGGTGGCGGTGGCCGGCGGACGCTGGCACCTGGGCGGGCTGGCC 
121 + + + + 

LGADHAVAVAGGRWHLGGLA - 

1 8 1 ° GCGG f TTfACCGGCGACGGCGGCGGCC ACACCGAC AGCGTG 

GYTRGDR + GFT + g"d~~G~~g""g"h~ T'd"77 + - 4 ° 

241 - _T?Tf ^ gg ^ ct ^ tgccacatatatcgc cgacagcggtttctacctggacgcgacgctg 

~"^H V G G Y A T + TVVVVV7~VV~D + ~A~V~Z~ + -°° 

3 o 1 - -—f - AGCCGCCTCGAGAATGAC TTC AAGG1GGCGGGCAGCGACGGGTACGCGGTCAAG 

RASRLENDFKVAGSDGY + A~~V~~K~ + 

GGCAAGTACCGCACCCATGGGGTGGGCGCCTCGCTCGAGGCGGGCCGGCGCTTTACCCAT 
361 1 + H /ion 

GKYRTHGVGASLE A~~G~ R~~R "f""t "h" + - 

GCCGACGGCTGGTTCCTCGAGCCGCAGGCCGAGCTGGCGGTATTCCGGGCCGGCGGCGGT 
421 + + ___ + + + 

ADGWFLEPQAELAVFRAGGG 
481 GC °^ ACCGCGCGGCCAACGGCCTCCGGGT ^^ 

AYRAANGLRVRDEGGS S + VL G~ + 

CGCCTGGGCCTGGAGGTCGGCAAGCGCATCGAACTGGCAGGCGGCAGGCAGGTGCAGCC^ 
541 + (. h + _ _ _ £nn 

RLGLEVGKRIELAGG R~~Q V Q "p + - 

TACATCAAGGCCAGCGTGCTGCAGGAGTTCGACGGCGCGGGTACGGTACACACCAACGGC 
601 h h h H ( _ ^ 660 

YlKASVLQEFDGAGTVHTNG + - b 

ATCGCGCACCGCACCGAACTGCGCGGCACGCGCGCCGAACTGGGCCTGGGCATGGCCGCC 
661 — — h f. ^ j_ | _ 720 

IAHRTELRGTRAELG l"g + M "a ~A~ + - 
721 -^-T? 0 ? 0 C ^GGCCAC AGCCTGTATGCCTCGTACGAGTACTCCAAGGGCCCGAAGCTG 
ALGRGHSLYASYEY SKG^P K~~L~ + 



GCCATGCCGTGGACCTTCCACGCGGGCTACCGGTACAGCTGG 
AMPWTFHAGYRYSW 
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Figur 13 



IT/25 7 



CTGGGCGAGTTGCGCCTGAATCCGGACGCCGGCGGCGCTTGGGGCCGCGGCTTCGCGCAA 
1 + + + + + *_ + 6(} 

LGELRLNPDAGGAWGRGFAQ 



CGCCAGCAACTGGACAACCGCGCCGGGCGGCGCTTCGACCAGAAGGTGGCCGGCTTCGAG 
RQQLDNRAGRRFDQKVAGFE + 
CTGGGCGCCGACCACGCGGTGGCGGTGGCCGGCGGGCGCTGGCACCTGGGCGGGCTGGCC 
LGADHAVAVAGGRWHLGGL A~ + 
GGCTATACGCGCGGCGACCGCGGCTTTACCGGCGACGGCGGCGGCCACACCGACAGCGTG 
GYTRGDRGFTGDGGGHTDSV + 
CATGTCGGGGGCTATGCCACCTATATCGCCAACAGCGGTTTCTACCTCGACGCGACGCTG 
HVGGYATY I ANSGFYLDATL + 
CGCGCCAGCCGCCTCGAAAATGACTTCAAGGTGGCGGGCAGCGATGGGTACGCGGTCAAG 

+ + + H + + 

RAS RLENDFKVAGS DGYAV K 



GGCAAGTACCGCACCCATGGGGTAGGCGTCTCGCTCGAGGCGGGCCGGCGCTTCGCCCAT 
361 + + + + + + 42Q 

GKYRTHGVGVSLEAGRRFAH 



GCCGACGGCTGGTTCCTCGAGCCGCAGGCCGAGCTGGCGGTGTTCCGGGTCGGCGGCGGT 

+ + H + + + 

ADGWFLE PQAELAVFRVGGG 



GCGTACCGCGCGGCCAATGGCCTGCGGGTGCGCGACGAAGGCGGCAGCTCGGTGCTGGGT 
481 + + + + + + 54Q 

AYRAANGLRVRDEGGSSVLG 



CGCCTGGGCCTGGAGGTCGGCAAGCGCATCGAACTGGCAGGCGGCAGGCAGGTGCAGCCA 
RLGLEVGKR I ELAGGRQVQ P + 



TACATCAAGGCCAGCGTGTTGCAGGAGTTCGACGGCGCGGGTACGGTACGCACCAACGGC 
601 + + + + + + 66Q 

YIKASVLQEFDGAGTVRTNG 



ATCGCGCATCGCACCGAACTGCGCGGCACGCGCGCCGAACTGGGCCTGGGCATGGCCGCC 
IAHRTELRGTRAELGLGMAA + 
GCGCTGGGCCGCGGCCACAGCCTGTATGCCTCGTACGAGTACTCCAAGGGCCCGAAGCTG 

+ h | H + f. 

ALGRGHSLYASYEYSKGPKL 



GCCATGCCGTGGACCTTCCACGCGGGCTACCGGTACAGCTGG 

781 + + + + __ 8 22 

AM P WT F K A G Y RY SW 
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Figur 14 . 

AAGTTTGGTGCGTGGATAAGCCCGTTTGTCGGTAATGCAACGCAGAAGATGTGTAACAGT 
X ~ — — — — — — — — + — — — — — — — — + — — — .»_____^ — — — — _ 

KFGAWI S PFVGNAT q"~K~~M + "c"n~~s" + - 0 

I S G Y K S D + T~V7rVTVT~r~D~~G + ~F~~V~~S~ + ^ 

GATGATCTAGCACTCGGACTTGCATATACAAGAGCCGATACTGACATTAAGCTAAAAAAT 
X 2, X + — — — — + _ «_ _ . _ ^ _ _ ^ 

DDLALGLAYT R A~~D V~D~ r~K + 7~~K~~N~ + - 8 ° 
181 AA ^ AAAACGGGCG ATAAGAATAAGGTAG AG AGC AAC ATCTATTCTTTATACGGTTTATAT 

N K T G D K N + K~ V V V V~r~Y~"s~~L~~Y + ~a~~L~~Y~ + 
241 ^T?!-^ n A I° AAAA T C J CTTCGTTGA AGCTATAGC ATCTTACTCAGATAATAAGATA 

~ n v p y en l + 7"v""e"TT7TT7T77T + - 00 

AGAAGC AAATCAAGACGTGTTATTGCAACGACACTAGAGACTGTCGGTTATCAAACTGCA 
301 p 1 + t | ^ 360 

RSKSRRVIATTLETVGYQTA 
3 61 ™ °? TAAGTATAAATCCGAAAGCTATAC ^ 

NGKYKSE + SY "t" + g""q"7"~m""a""g"y + "t"y""m" + - 2 ° 

atccctgagaacattaacttaacaccgctagctgggcttagatattcgactatcaaagat 

421 + + + + + 

MPENINLTPLAGLRYSTIKD - 

481 AAGGGCTATAAGGAAACCGGTACT ^^ 

KGYKETGTTY + QNL t"~v""k"~G + ~k"~N~~Y~ + -*° 

54 1 ^^c^cgacggtttactcggtgctaaagtatcaagtaatatcaatgtcaatgaaata 

NTFDGLL + G A""K _+ v"s"s""N"r"N"~V + "N"E"~r + -°° 

eol G ! GC T AACACC T? AGC T TTACGCAATCGTCGATTATCCATTCAAGAATA ^ 

V L T P E L Y A M V + D y""a"f""k"n""k + "v""s""a" + - 5 ° 

ATTGATGCAAGGTTACAAGGTATGACTGCTCCTCTTCCAACCAACAGCTTTAAGCAAAGC 
bbl + + + + + 

idarlqgmtaplptnsfkq" S~ + - 

AAAACAAGTTTTGATGTCGGTGTCGGTGTTACTGCTAAGCATAAAATGATGGAATACAGG 
721 + + + + 

KTSFDVGVGVTAKHKMMEYR - 

ATTAACTACGATACCAATATCGGAAGTAAGTATTTCGCTCAGCAAGGTAGTGTAAAAGTT 
/©X — — — + — — _ . _ _ _ 

INYDTNIGSK y""f"a"5""q"g"s + V~k"v~ + "° 

CGTGTTAATTTT 

84X + — 852 

R V N F 
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S Y G V W A K + P F Y VV~A~XVV~K + ~K~~g"g~ + - 0 

I AGYKAKTTG + V "v""v""g""l~~D~~T + ~l"~a"s~ + - 2 ° 

GATAACCTAATGATTGGGGCAGCTATTGGGATCACTAAAACTGATATAAAACACCAAGAT 
121 + + + + 

DNLMIGAAIG I TKTD I KHQD - 
181 T ^^ G ^^ TCATA ^^ CTCAT ATTAATGGTTTATCATTCTCTCTATATGGTTCCCAA 

Y K K G D K T + D~ V V V VTT~S~~I~~Y + ~G~~S~~Q~ + 
241 ^°5^^^ G ^ T ^ C TTTGCTCAAGGTAATTCAATCTTTACCTTAAACAAAGTCAAA 

Q L V K N F F + h~~Q~~G~*N~~~S~~r~F~~T~~r Vk"v""k" + -°° 

AGTAAAAGTCAGCGTTACTTCTTCGAGTCTAATGGTAAGATGAGCAAGCAAATTGCTGCT 
301 + + + _ + 

SKSQRYFFESNGKMSKQ1AA - 

GGTAATTACGATAACATGACATTTGGTGGTAATTTAATATTTGGTTATGATTATAATGCA 
361 + + + + 

GNYDNMTFGGNLIFGYDYNA - 
421 - TGC CAAATC 3 ATTAGTAACTCCAATCGCAGG ^^ 

M P N V L V T P M A + G ~L~~S~ _ Y~"l"k"s + "s" V"e" + - 8 ° 

481 AA ^ A ^ AAAGAAACCGGTACAACAG '^ 

NYKETGTTVANKR I n"s~"k +_ F~"s~"d~ + -*° 

AGAGTCGATTTAATAGTAGGGGCTAAAGTAGCTGGTAGTACTGTGAATATAACTCATATT 
541 + + , ^ Ann 

RVDLIVGAKVAGSTV ~N~ I T~~D~ I~ + - 



GTGATATATCCGGAAATTCATTCTTTTGTGGTGCACAAAGTAAATGGTAAATTATCTAAC 
+ + + + + + 

VIYPEIHSFVVHKVNGKLSN 



TCTCAGTCTATGTTAGATGGACAAACTGCTCCATTTATCAGTCAACCTGATAGAACTGCT 
661 + + + + + 

SQSMLDGQTAPFISQPDRTA 

721 AAAACG ^ CTTATAATATAGGC ^ AAQ TCCAAACATAAAATCTGATGCTAAGAT^ 

KTSYNIGLSA + N I "k"~S~"d"~A~"k + "m"e"y~ + - 8 ° 

GGTATCGGTTATGATTTTAATTCTGCAAGTAAATATACTGCACATCAAGGTACTTTAAAA 
781 + + + + + + 84Q 

GIGYDFNSAS KYTAHQGTLK 

GTACGTGTAAACTTC 

841 + 855 

V R V N F 
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Figur 16 

GCTTACGGTATATGGGCAAAACCTTTCTATACTGATGCACATCAAAGTAAGAAAGGTGGT 
AYGIWAKPFYTDAK q"<T ~K^'k"g"g'^ -° 



6 1 T ^ CTOG ^ ATj ^ GCTAAAACC accggtgtcgtaatcggtttagatacgctagctaac 

LAG YKAKTTGVV i"g""l"~d" V"~l"jT~n" + 

121 GATAA ^ TAATCATCGGTCCTCCTA ^^ 

DNLMIGAAIG + ITK ~T~lT™ V"~iT~q"d~ + 
1 81 ^ T ^ GAAAGGTCATAAAACCGA ^^ 

YKKGDKTDVN + G F~~s"f~~S~ "l""y + "g"~a""q" + ^ 
241 f T ^^ T ^ G ^ CTOCTTTCCTCAAGGTAGTCCAA ^ 

qlvknffaqg + s T7T7T77VT - 00 



aacaaaagtcagcgttacttcttcgatgctaacggtaatatgagcaagcaaattgctgcc 
+ + + + + + 

nksqryffdangnmskqia^ 



3 61 GGTCATOACGATAACATCACAT ^^ 

ghydnmtfggnltvgyd"**yna + - 2 ° 
atgcaaggtgtgttagtaactccaatggcaggacttagctacttaaagtcttctgacgaa 

421 + + + + + 

mqgvlvtpmaglsylkssde 
aactacaaagaaaccggtacaacagttgcaaacaagcaagttaacagcaaatttagcgat 

481 + + + + + + 

NYKETGTTVANKQVNSKFSD 

agaaccgatttaatagtaggtgctaaagtagccggcagtactatgaacataactgatctt 

Z~~Z<~~"~ + + + + + + 600 

RTDLIVGAKVAGSTMNITDL 

GCGGTATATCCAGAAGTTCACGCTTTTGTGGTTCACAAAGTAACCGGTAGATTATCTAAA 
601 + + + + + + 66Q 



AVYPEVHAFVVHKVTGRL 



S K 



661 AG T CAGTC T GTA T TA ^ 

TQSVLDGQVT + P c"r7T~Q~~P~7T V~t"t~ + 
721 AAAAC A Tf TTATAA<I ^ TAGGTTTAAGTG C AAGC ATAAGATCTGATGCTAAGATGG AGTAC 

KTSYNLGLSASIRSD 'a""k + "m"""e"~Y~ + 
7 81 GG ^ CGGTTACGATCCTCAGA ' 

G IGYDAQI SSKYTAHQ G + T~~L~~K~ + 

GTCCGTGTAAACTTC 

841 + 855 

V R V N F 
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S Y G V W A rTVTTTTTT~D~TT~G~~G~ + - 0 



CTAGCTGGTTATAAAGCAAAAACTGCTGGTGTTCTAGTTGGTTTAGATACTCTCGCTAAT 
1 + + + * 



6] 

LAGYKAKTAG^VV V~T W~T + 7T~A~ TP ^ 

i2i —T^f ^^IT^T 5 ^? 0 tattggtatcac taaaactgacataaaacaccaagat 

D N L M I G A + A I _ G~ + I ~T~7T~-"~ + + 180 



T D I K H Q D 



i s i T A T AAAAAAGG ^ GA ! AAAA ^ 

~ A y K K r77T7T7T"r;'T777777 + - 40 

2 4 1 ^f!^^^^^^ 

' Q L V K N F ^TV'c TTTTVT~N*~K~~V~~K~ + l°° 

3 0 1 AAAA -I GA ?f f ^ACT^TTCGATGCTAATGGTAAGATCAACAAGCAAATTGCTGCC 

S K S Q R Y F + TVTVTTTV~k"~5 + T~A~~A~ + - 6 ° 

3 61 ^^^ A ^ATAACATAACA^CGGTGGTAATTTAATGTTTX^TTATGATTATAATCCA 

G N Y D N I T + F~VVV7~VT7T~Y~77~Y~77~A~ + "° 
421 - — 5^°? ^^^^A^^^CAGGGCTTAGCTACTTAAAATCTTCTAATGAA 
L Q G V l""v"t + ';""m""a" + g"l"s"T"l"k"s + "s""n"e" + 

4 8 1 ^5™^°^°^™°^^°^°^^ 

n y K"7777"i"777777777777 + - 40 



5 4 1 ^-T 00 ^!^^^ 0 ^ 

r i d l i v"7777T77T777"n'77 + - 00 

6 0 1 - - -T-I-T^ AG ^^^T^^TAGTGC AC AAAGTAAATCGTAAGCTATCTAAG 

v i Y p rr7777V777777777 + - 60 

GCTCAGTCTATGTTAGATGGACAAACTGCTCCATTTATCAGTCAGCCTGATAGAACTGCT 

OOl — — — — — — _ — — — — — — + — — ________ ^ _ 

AQSMLDGQTA P~"f"T"s"q~V7T"r~"t""a" + 
AAAACATCTTATAATATAGGCTTAAGTGCAAATATAAGATCTGATCCTAAGATGGAGTAT 



721 + 

NIRSDAKMEY 



KTSYNIGLS A~ ~"~- ~ + + + 780 



7 81 — T-T° GG ^ A ^ AT ^ AATCC ^ CA AGTAAATATACTCCACATCAAGGTACTTTAAAA 

G I G Y D f'VTTTTTTTVVTTTTP "° 

GTACGTATAAATTTC 

841 + 855 

V R I N F 



EKSATZBLATT (KEGEL 26) 
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Figur 18 

1 --^^f^If? 0 ^ 



QGDAGVWARIMN G _ T~~G S A + ~D G D~ + t° 
6 ! 1^?^ TACACTCAC GTTCAGAT^G^TCGACAGAAAGCATCAGC^GACGGT 

YSDNYTHVQI 7777777777* - 2 ° 
121 --"^«--^TT^??^^^'^^^^^^^^^^^^^'-AGCAATGCAAGCAGCCACGCA 

vdlftgallt ViTTTTTTTT - 180 
i8i :!^^^ c ^ T f GTCG =^ 

FSGKNKSVGG TTTTT7T77T + "° 

241 --^r^ff^r^^^ 

GAYFDLlGKY 7777777777* ?°° 
3 01 ^ CAC ? GGG ^ CAA ^ 

faslgtkdys 7777777777* - 50 

3 6 1 ""^T^^T^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^AGCCACAGATAGAGCTGGTTTAC 

« v r y h l T + k e"77777777777 + - 20 

421 ^^^H^??*^^ 

gsvsgkafsw T7"i7777777 + - 80 

481 ----f^™?^ 0 ^^^ 

D K D Y N P L + I G ^7777777777* - 54 ° 
541 ?--? A 5^ C !^^ TCACAGCTCGAGGG ^C TC GGTTAT^ 

gddwki tara 7777777777* - 600 

601 --^^f^^^^ 

n g e t v l q + d a 57777777777* f 60 

661 - GCA ? GA ^ C ^ ACGGTAGGGATGAA ^CGGAAAT^^ 

s r m l m T v + g m n"7777777777 + ? 20 

721 

leleksafgk 7777777777* ? 80 



TTCCGTTATGTTTTC 
F R v v F 



781 + 795 



EKSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 97/35022 ^^^PCT/EP96/01130 
Figur 19 ^^^^ ^ 

ACCCGTCAACTGTCCGGCCAGATCCACGCGGATATGGCGTCCGCCCAGATTAACGAAAGC 
I + + + + + + 6Q 

TRQLSGQI HADMASAQINES 

CGTTATCTGCGCGATACCGCCACCGAGCGGTTGCGCCAGGCCGATGGCCGCCGCACCGCT 
61 + + + + + + 12) 

RYLRDTATERLRQADGRRTA 

TCCGATATCAAAGCGGATGATAATGGCGCCTGGGCGAAATTGCTGGGCAACTGGGGGCAT 
12 1 + + + + + J + 18| 

SDIKADDNGAWAKLLGNWGH 

GCTTCCGGCAACGACAACGCTACCGGTTACCAGACATCCACCTATGGCGTGCTGTTGGGT 
1 81 + + + + + + 24( 

ASGNDNATGYQTSTYGVLLG 

CTGGACAGCGAACTGTTTGACGACGGCCGGCTGGGCGTGATGACCGGGTATACCCGCACG 
241 + + + + + 30( 

LDSELFDDGRLGVMTGYTRT 



TCGCTGGTAGGCGGTCTACAGTCAGTAGTCCACAGCGACACTACACATCTGGGGCTGTAC 
301 + + + + + + 36Q 

SLVGGLQSVVHSDTTHLGLY 



GGCGACAAACGCTTCGGCGCGTTGGCGCTGCCAGCGGGCGGCACCTATACCTGGCATCGC 
+ + + + + + 

GDKRFGALALPAGGTYTWHR 

ATCGACACGTCGCGCTCGGTAAACTACGGCGCGCAGGCGGATCGCGAAAAGGCCCGCTAT 
+ + + + + + 

IDTSRSVttYGAQADREKARY 

AACGCGCGCACCGGTCAGCTGTTTATCGAAAGCGGCTACGATTGGAGCAACGACGTGGTC 
+ + + + + + 

NARTGQLF I ESGYDWSNDVV 



AATCTTGAGCCGTTCGCCAACCTGGCGTACACCCACTATCGCAACGAGGGGATCAACGAG 
541 + + + + + + 600 

NLEPFANLAYTHYRNEGINE 



CAAGGCGGGGCGGCGGCGCTGCGCGGCGATAAGCAAAGTCAGTCCGCCACCGCTTCGACG 
+ + + + + + 

QGGAAALRGDKQSQ SATAST 

CTGGGCCTGCGCGCCGATACGCAATGGCAGACCGACAGCGTGGCGATCGCCCTGCCGGGC 
+ + + + + + 

LGLRADTQWQTDSVAIALPG 



GAGCTGGGTTGGCAACATCAGTACGGCAAGCTGGAGCGTAAAACACAGCTGATGTTCAAA 
721 + + + + + + 780 

ELGWQHQYGKLERKTQLMFK 

CGCAGCGATGTCGCGTTCGACGTGAACAGCGTCCCTGTTTCTCGCGATGGGGCCATTCTG 
781 + + + + + + 840 

RSDVAFDVNSVPVSRDGAIL 

AAAGCGGGCGTCGATGTATCGATTAACAAAAACGTCGTCCTGTCCCTTGGGTACGGCGGG 
841 + + + + + + 900 

KAGVDVS I NKNVVL SLGYGG 

CAGCTGTCGTCCAACCACCAGGACAACAGCGTCAACGCCGGCCTGACCTGGCGGTTC 
901 + + + + + 957 

QLS SNHQDNSVNAGLTWRF 



ERSATZBLATT (KEGEL 26) 




WO 97/35022 ^2M€fc ^SrmPCT/EP96/01130 

Figur 2 0 



ACCCGTCAACTGTCCGGCCAGATCCACGCGGATATGGCTTCCGCCCAGATCAACGAAAGC 
1 + + + + + + 6Q 

TRQLSGQI HADMASAQINES 

CGTTACCTGCGCGATACCGCCACCGAGCGCTTGCGCCAGGCGGAAGGCCGCCGCACCGCT 
61 + + + + + + 12Q 

RYLRDTATERLRQAEGRRTA 



ACCGACATTAAAGCGGATGACAACGGCGCCTGGGCGAAACTGCTGGGTAGCTGGGGGCAT 
TDIKADDNGAWAKLLGSWGH + 



GCTTCCGGCAACGACAACGCCACCGGTTACCAGACCTCCACCTATGGCGTGCTGTTAGGT 
181 + + + „.^ + + + 24Q 

ASGNDNATGYQTSTYGVLLG 

CTGGACAGCGAACTGTTTGGCGACGGCCGGCTTGGCATGATGACCGGGTATACCCGCACT 
241 + + + + + + 3 00 

LDSELFGDGRLGMMTGYTRT 

TCGCTGGATGGAGGTTATCAGTCAGATGCTCACAGCGACAACTACCATCTGGGGCTGTAC 
301 + + + + + + 36Q 

SLDGGYQSDAHSDNYHLGLY 

GGCGACAAACGCTTCGGCGCGTTGGCGCTGCGAGCGGGCGGCACCTATACCTGGCATCGC 
361 + + + + + + 420 

GDKRFGALALRAGGTYTWHR 

ATCGACACCTCGCGTTCGGTGAACTACGGCGCGCAGTCGGATCGCGAGAAGGCCAAGTAT 
421 + + + + + + 48O 

IDTSRSVNYGAQSDREKAKY 

AACGCGCGCACCGGTCAGCTGTTCATCGAAAGCGGCTACGATTGGACGAGCGATGCGGTC 
481 + + + + + + 540 

NARTGQLF IESGYDWTSDAV 

AACCTTGAGCCGTTCGCCAACCTGGCGTATACCCATTACCGTAACGAGGAGATCAACGAG 
541 + + + + + + 600 

NLEPFANLAYTHYRNEEINE 

CAAGGCGGGGCAGCGGCGCTGCGCGGCGACAAACAAAGTCAGTCCGCCACCGCCTCGACG 
601 + + + + + + 660 

QGGAAALRGDKQSQSATAST 

TTGGGTCTGCGCGCCGACACCGAGTGGCAAACCGACAGCGTGGCGATCGCGCTGCGCGGC 
661 + + + + + + 720 

LGLRADTEWQTDSVAIALRG 

GAGCTGGGTTGGCAGCATCAGTACGGCAAGCTGGAGCGTAAAACGCAGCTGATGTTCAAA 
721 + + + + + + 780 

ELGWQHQYGKLERKTQLMFK 

CGCACTGATGCGGCGTTCGACGTGAACAGCGTGCCTGTTTCTCGCGATGGCGCGATTCTG 

781 + + + + + + 840 

RTDAAFDVNSVPVSRDGAIL 

AAAGCGGGCGTCGATGTATCGATTAACAAAAACGCCGTCCTGTCCCTTGGCTACGGCGGG 

841 + + + + + + 900 

KAGVDVS I NKNAVLSLGYGG 

CAGCTGTCGTCCAACCACCAGGACAACAGCGTCAACGCCGGTCTGACCTGGCGCTTC 
901 + + + + + 957 

QLSSNHQDNSVNAGLTWRF 
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\z9 



TTCCGTCAGCTGTCGGGGCAAATCCATGCGGACATCGCGTCGGCGCTGGTGAACGACAGC 
1 + + + + + + 60 

FRQLSGQIHADIASALVNDS 

CGCTACCTGCGTGAGGCGCTGAACGGGCGTCTGCGTCAGGCGGAAGGGCTGGCGAGCTCG 
61 + + + + + + 12Q 

RYLREALNGRLRQAEGL ASS 

TCGGCCATCAAGGCGGACGAGGACGGCGCCTGGGCGCAGCTGCTGGGAGCGTGGGACCAT 
121 + + + + + + i3o 

SAIKADEDGAWAQLLGAWDH 

GCGTCGGGCGACGCCAACGCCACCGGCTATCAGGCCTCGACCTACGGGGTGCTGGTGGGG 
1 81 + + + + + + 24Q 

ASGDANATGYQASTYGVLVG 

CTGGACTCGGCGGCGGCGGCCGACTGGCGGCTGGGGGTGGCGACCGGCTACACCCGCACC 
241 + + + + + + 300 

LDSAAAADWRLGVATGYTRT 

TCGCTGCACGGCGGGTATGGGTCGAAGGCGGACAGCGACAACTACCACCTGGCGGCGTAC 
301 + + + + + + 360 

SLHGGYGSKADSDNYHLAAY 

GGCGACAAGCAGTTCGGGGCGCTGGCGCTGCGGGGCGGGGCGGGCTACACCTGGCACCGC 
361 + + + + + + 4 2o 

GDKQFGALALRGGAGYTWHR 

ATCGACACCAAGCGGTCGGTGAACTACGGGATGCAGTCGGACCGCGACACGGCGAAGTAC 

421 + + + + + + 480 

IDTKRSVNYGMQSDRDTAKY 

AGCGCGCGCACCGAGCAGCTGTTCGCGGAAGCGGGCTACAGCGTGAAGGGCGAGTGGCTG 
481 + + + + + + 540 

SARTEQLFAEAGYSVKGEWL 

AACCTGGAGCCGTTCGTCAACCTGGCGTACGTGAACTTTGAAAACAACGGCATCGCGGAA 
541 + + + + -- + + 600 

NLEPFVNLAYVNFENNGIAE 

AGCGGCGGCGCAGCGGCGCTGCGCGGCGACAAGCAGCACACCGACGCGACGGTGTCGACG 
601 + + + + + + 660 

SGGAAALRGDKQHTDATVST 

CTGGGACTGCGCGCGGACACTGAGTGGCAGGTGAGCCCGGGCACGACGGTGGCGCTGCGC 
661 + + + + + + 720 

LGLRADTEWQVSPGTTVALR 

AGCGAGCTGGGGTGGCAACACCAGTACGGCGGGCTGGAGCGTGGCACCGGGCTGCGGTTC 
721 + + + + + + 780 

SELGWQHQYGGLERGTGLRF 

AACGGCGGCAACGCGCCGTTCGTGGTGGACAGCGTGCCGGTGTCGCGCGACGGGATGGTG 

781 + + + + + + 840 

NGGNAPFVVDSVPVSRDGMV 

CTGAAGGCGGGTGCGGAAGTGGCGGTGAACGAGAACGCCTCGCTGTCGCTGGGCTACGGC 

841 + + + + + + 900 

LKAGAEVAVNENASL SLGYG 

GGGCTGCTGTCGCAGAACCATCAGGACAACAGCGTCAACGCCGGCTTCACCTGGCGCTTC 
901 + + + + + + 960 

GLL SQNHQDNSVNAGFTVJRF 



EKSATZISLATT (REGEL 2®) 
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Figur 22 



TTCCGTCAGCTGTCGGGGCAAATCCATGCGGACATCGCGXCGGCGCTGGTGAACGACAGC 
! + + + + + + 6Q 

FRQLSGQI HADIASALVNDS 

CGCTACCTGCGTGAGGCGCTGAACGGGCGTCTGCGTCAGGCGGAAGGGCTGGCGAGCTCG 
61 + + + + + + 120 

RYLREALNGRLRQAEGLASS 

TCGGCCATCAAGGCGGACGAGGACGGCGCCTGGGCGCAGCTGCTGGGAGCGTGGGACCAT 
121 + + + + + + 180 

SAIKADEDGAWAQLLGAWDH 

GCGTCGGGCGACGCCAACGCCACCGGCTATCAGGCCTCGACCTACGGGGTGCTGGTGGGG 
181 + + + + + + 240 

ASGDANATGYQASTYGVLVG 

CTGGACTCGGCGGCGGCGGCCGACTGGCGGCTGGGGGTGGCGACCGGCTACACCCGCACC 
241 + + + + + + 300 

LDSAAAADWRLGVATGYTRT 

TCGCTGCACGGCGGGTATGGGTCGAAGGCGGACAGCGACAACTACCACCTGGCGGCGTAC 
301 + + + + + + 360 

SLHGGYGSKADSDNYHLAAY 

GGCGACAAGCAGTTCGGGGCGCTGGCGCTGCGGGGCGGGGCGGGCTACACCTGGCACCGC 

361 + + + + + + 420 

GDKQFGALALRGGAGYTWHR 

ATCGACACCAAGCGGTCGGTGAACTACGGGATGCAGTCGGACCGCGACACGGCGAAGTAC 

421 + + + + + + 480 

IDTKRSVNYGMQSDRDTAKY 

AGCGCGCGCACCGAGCAGCTGTTCGCGGAAGCGGGCTACAGCGTGAAGGGCGAGTGGCTG 
481 + + + + __ + + 540 

SARTEQLFAEAGYSVKGEWL 

AACCTGGAGCCGTTCGTCAACCTGGCGTACGTGAACTTTGAAAACAACGGCATCGCGGAA 
541 + + + + + + 600 

NLEPFVNLAYVNFENNGIAE 

AGCGGCGGCGCAGCGGCGCTGCGCGGCGACAAGCAGCACACCGACGCGACGGTGTCGACG 

601 + + + + + + 660 

SGGAAALRGDKQHTDATVST 

CTGGGACTGCGCGCGGACACTGAGTGGCAGGTGAGCCCGGGCACGACGGTGGCGCTGCGC 

661 + + + + + + 720 

LGLRADTEWQVS PGTTVALR 

AGCGAGCTGGGGTGGCAACACCAGTACGGCGGGCTGGAGCGTGGCACCGGGCTGCGGTTC 

721 + + + + + + 780 

SELGWQHQYGGLERGTGLRF 

AACGGCGGCAACGCGCCGTTCGTGGTGGACAGCGTGCCGGTGTCGCGCGACGGGATGGTG 
781 + + + + + + 840 

NGGNAPFVVDSVPVSRDGMV 

CTGAAGGCGGGTGCGGAAGTGGCGGTGAACGAGAACGCCTCGCTGTCGCTGGGCTACGGC 

841 + + + + + + 900 

LKAGAEVAVNENASLSLGYG 

GGGCTGCTGTCGCAGAACCATCAGGACAACAGCGTCAACGCCGGCTTCACCTGGCGCTTC 
901 + + + + + + 960 

GLLSQNHQDNSVNAGFTWRF 
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ATTAATGGCGAAGCCGGTACGTGGGTGCGTCTGCTGAACGGTTCCGGCTCTGCTGATGGC 
1 + + + + + + 6Q 

INGEAGTWVRLLNG SGSADG 

GGTTTCACTGACCACTATACCCTGCTGCAGATGGGGGCTGACCGTAAGCACGAACTGGGA 
61 + + + + + + 

GFTDHYTLLQMGADRKHELG 



AGTATGGACCTGTTTACCGGCGTGATGGCCACCTACACTGACACAGATGCGTCAGCAGAC 
SMDLFTGVMATYTDTDASAD + 
CTGTACAGCGGTAAAACAAAATCATGGGGTGGTGGTTTCTATGCCAGTGGTCTGTTCCGG 
LYSGKTKSWGGGFYASGLF R~ + 
TCCGGCGCTTACTTTGATGTGATTGCCAAATATATTCACAATGAAAACAAATATGACCTG 
SGAYFDVIAKYI HNENKYD L~ + 
AACTTTGCCGGAGCTGGTAAACAGAACTTCCGCAGCCATTCACTGTATGCAGGTGCAGAA 
NFAGAGKQNFR S H S L Y A G A E + 

GTCGGATACCGTTATC ATCTGAC AG ATACGACGTTTGTTGAAC CTC AGGCGGAAC TGGTC 
+ + + + + + 

VGYRYHLTDTTFVEPQAELV 



TGGGGAAGACTGCAGGGCCAAACATTTAACTGGAACGACAGTGGAATGGATGTCTCAATG 
421 + + + + + + 480 

WGRLQGQTFNWNDSGMDVSM 



CGTCGTAACAGCGTTAATCCTCTGGTAGGCAGAACCGGCGTTGTTTCCGGTAAAACCTTC 
I + + + + + + 

RRNSVNPLVGRTGVVSGKTF 
AGTGGTAAGGACTGGAGTCTGACAGCCCGTGCCGGCCTGCATTATGAGTTCGATCTGACG 
SGKDWSLTARAGLHYEFDLT + - 
^ GACAGTGCTGACGTTCATCTGAAGGATGCAGCGGGAGAACATCAGATTAATGGCAGAA^ 
DSADVHLKDAAGEHQI N + G R K + 



GACAGTCGTATGCTTTACGGTGTGGGGTTAAATGCCCGGTTTGGCGACAATACGCGTTTG 
661 + + + + + + 720 

DSRMLYGVGLNARFGDNTRL 

GGGCTGGAAGTTGAACGCTCTGCATTTGGTAAATACAACACAGATGATGCGATAAACGCT 
721 + + + + + + 780 

GLEVERSAFGKYNTDDAINA 

AATATTCGTTATTCATTC 

781 + 798 

N I R Y S F 
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zff/Z6> 



^ TCTTTAGAAAGCGCGGCGGAAGTGTTGTATCAATTTGCCCCTAAATATGAAAAACCCACC 
SLESAAEVLYQFAPKY E + K p"~t" + - 0 

AATGTTTGGGCTAACGCTATTGGGGGAACGAGCTTGAATAGTGGCGGTAACGCTTCATTG 
61 + + + + 

NVWANAIGGTSLNSGGNASL - 

12 1 T^T? GG _^ G ^ 

YGTSAGVDAY + L N g"~e"v"~e"a + T 77 + - 8 ° 

ggttttggaagctatggttatagctcctttagtaatcaagcgaactctcttaactctggg 

181 + + + + + 

gfgsygyssfsnqanslnsg - 

241 GG f AATA ^ CACT ^^ T ^ 

anntnfgvys + ri f"a"n"q~T"~e"f~~eT + -°° 

3 01 T TTCAAGCTCAAGGGGCGCT ^^ 

feaqgalgsdqsslnfk + sa - 6 ° 

3 61 T^ CGAGAT '^ AATCAAAGCTATAATTACTTAGCC 

lrdlnqsynylaysaat + ra s~ + - 2 ° 
tatggttatgacttcgcgttttttaggaacgctttggtgttaaaaccaagcgtgggcgtg 

421 — »~ — i , 

ygydfaffrnalvlkps + v"g~~v~ + - 
agctataaccatttaggttcaaccaactttaaaagcaacagcaatcaaaaagtggctttg 

481 + + + + + + 54Q 

synhlgstnfksnsnqkval + - 
aaaaatggtgcaagcagtcagcatttattcaacgctagtgctaatgtggaagcgcgctat 

541 + + + + + + 

kngas sqhlfnasanveary + - 
ta.ttatggggacacttcatacttctacatgaacgctggagttttacaagagttcgctaac 

601 H K + . _ (ZCf) 

yygdtsyfymnagvlqe~f~ a""n + - 
tttggttctagcaatgcggtgtctttaaacacctttaaagtgaatgctactcgtaaccct 

661 + + + + + 720 

rgssnavslntfkvnatrnp 
ttaaatacccatgcgagagtgatgatgggtggggaattaaaattagctaaagaa^ 

'21 j- + + + + ^ 780 

lntharvmmggelklakevf 

TTGAATTTGGGCTTTGTTTATTTGCACAATTTGATTTCCAATATAGGCCATTTCGCTTCC 
781 — — — + — — — — — — — — + — — + — — ^ 840 

LNLGFVYLKNLI SNIGHF ~A~~S~ + - 

AATTTAGGAATGAGGTATAGTTTC 

841 + + 8 64 

NLGMRYSF 



EIRSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 





■plication No 

6701130 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 



IPC 6 C12N15/62 C12N15/65 C12N15/70 CO7K16/0O 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC: 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N CG7K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 95 17509 A (MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR 
FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN E.V.) 29 June 
1995 

see page 8, line 1 - page 9, line 25 

see page 10, line 26 - page 13, line 30; 
examples 2-5 



-/- 



21,36,37 



1-25, 
38-40 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



0 Special c ate gone s of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

*L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
a ted to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be coasidered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y* document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

27 March 1997 


Date of mailing of the international search report 

J 7.04.97 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 PatcnUaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( r 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: l - 31-70) 340-3016 


Authorized officcr 

Donath, C 



Form PCT ISA 210 (second sheet) /July 1992) 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 





rational Application No 

T/EP 96/01130 



C .(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category ' 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 
Y 


VACCINE, 

vol . 12, no. 6, May 1994, 

pages 492-498, XP000651455 

RUPPERT, A. ET AL.: " OmpA-FMDV VP1 fusion 

proteins: production, cell surface 

exposure and immune responses to the major 

antigenic domain of foot-and-mouth disease 

virus" 

see the whole document 


21,36,37 

1,2,9, 
10,15, 
16,38 


X 


EMBO J., 

vol. 11, no. 6, 1992, 

pages 2327-2335, XP002028468 

KLAUSER, T. ET AL.: "Selective 

extracellular release of cholera toxin B 

subunit by Escherichia coli: dissection of 

Neisseria IgaA-mediated outer membrane 

transport" 

see the whole document 


21,36,37 


Y 


MOLECULAR MICROBIOLOGY, 

vol. 18, no. 2, 1995, 

pages 377-382, XP000551438 

JOSE, J. ET AL.: "Mi croCorrespondence: 

Conmon structural featues of IgAl 

protease-like outer membrane protein 

autot ransporters " 

see page 378 - page 380 


1-3, 
5-10, 
20-23, 
38-40 


Y 


WO 93 10214 A (GE0RGI0U, G.) 27 May 1993 
see page 6, line 6 - page 10, line 28 
see page 12, line 4 - page 13, line 29 


1-25 


Y 


BIO-TECHNOLOGY, 

vol. 14, no. 2, February 1996, 

pages 203-208, XP002028469 

CORNELIS, P. ET AL. : "Development of new 

cloning vectors for the production of 

immunogenic outer membrane fusion proteins 

in Escherichia col i " 

see the whole document 


1,2,9-11 


Y 


MOLECULAR MICROBIOLOGY, 
vol. 17, no. 1, 1995, 
pages 123-135, XP000651454 
BENJELLOUN-TOUIMI, Z. ET AL. : "SepA, the 
major extracellular protein of Shigella 
flexneri: autonomous secretion and 
involvement in ti ssup invasion 11 

1 IIVw 1 V V_ II H_ 1 It, III t, 1 J J 1 II VQ J 1 vll 

see the whole document 

-/-- 


2,4 



Form PCT ISA 210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 2 of 3 



35 




- 45 - 
New Claims 20 to 38 



20. Process for the preparation of an optionally 

variant population of surface-exposed peptides or 
5 polypeptides and for identification of the bacteria 
which carry peptides or polypeptides with a particular 
required property, where the process comprises the 
following steps : 

10 (1) preparation of one or more fusion gen.es by cloning 
the coding sequence of a required passenger in 
frame with the coding sequence of the transporter 
domain of the. AIDA protein from E.coli or of a 
variant thereof and of a signal peptide in at 

15 least one vector; 

(2) where appropriate variation of the passenger 
peptide or polypeptide by mutagenesis; 

2 0 (3) introduction of the vector or vectors into host 
bacteria able to present the passenger or 
passengers stably on the surface; 

(4) expression of the fusion gene or fusion genes in 
25 the host bacteria; 

(5) cultivation of the bacteria to produce the 
passenger presented stably exposed on the surface 
or the passengers presented stably exposed on the 

30 surface; 

(6) where appropriate selection of the bacteria which 
carry the passenger or passengers having the 
required properties on the surface, and 



(7) where appropriate characterization of a binding 
partner for the passenger having the optimal 
properties . 




- 46 - 

21. ft* 

Process according to Claim 20, where the 
process is performed several times. 

22. JL^f Process according to any of Claims 2 0-21, where 
the passenger protein present in the fusion protein is 

5 a peptide or polypeptide having an affinity for a 
binding partner, or is a ligand, a receptor, an 
antigen, a toxin-binding protein, a protein with 
enzymatic activity, a nucleic acid-binding protein, an 
inhibitor, a protein having chelator properties, an 
10 antibody or an antigen-binding domain of an antibody. 

23. ^5" Process according to any of Claims 20-22, where 
the bacterium which presents a surface-exposed 
passenger having . a required binding affinity is 

£2) identified by binding to an immobilized or/and labelled 

15 binding partner. 

2 4.2-^ Process according to Claim 20, where the 
binding partner is modified so that it can be detected 
in a second step by a binding partner specific for the 
modification . 

2 0 25. 7^ Process according to any of Claims 1-24, 

characterized in that passenger proteins or parts 
thereof are chemically or enzymatically modified on the 
bacterial surface . 

Process according to Claim 25, characterized in 
25 that the modification is a non-covalent modification. 

27 . 2?\ Process according to Claim 25, characterized in 
that the modification is a covalent modification. 
28. Process according to Claim 27, characterized in 

that the modification is a glycosylation . 
30 29. 3^ Process according to Claim 27, characterized in 
that the modification is a phosphorylation. 

Process according to Claim 25, characterized in 
that the modification is a proteolysis. 

31 1 'Process according to Claim 30, characterized in 

3 5 that passenger proteins or parts thereof are 
selectively released from the bacterial surface by 
intrinsic or externally added proteases. 

32. /v ^\ Process according to Claim 31, characterized in 
that passenger proteins or parts thereof are released 
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by an intrinsic protease of the host cell, in 
particular OmpT protease, OmpK protease or protease X. 

33. 2* Process according to Claim 32, characterized in 
that passenger proteins or parts thereof are released 

5 by an externally added protease, in particular IgA 
protease, thrombin or factor X. 

34. Recombinant vector on which is located, 
operatively linked to a promoter, a fused nucleic acid 
sequence comprising: 

10 (i) a signal peptide-encoding nucleic acid section, 

(ii) a nucleic acid section coding for the passenger 
peptide or/and passenger polypeptide to be 
presented, 

(iii) where appropriate a nucleic acid section coding 
15 for a protease recognition site, 

(iv) a nucleic acid section coding for a 
transmembrane linker and 

(v) a nucleic acid section coding for the 
transporter domain of the AIDA protein from 

2 0 E.coli or a variant thereof; 

where the nucleic acid section (ii) is heterologous in 
relation to the nucleic acid section coding for the 
transporter domain (v) . 

Recombinant Gram-negative host bacterium, 
25 characterized in that it is transformed with a vector 
according to Claim 34. 

36. *o Recombinant Gram-negative host bacterium which 
is transformed with a recombinant vector on which is 
located, operatively linked to a promoter, a fused 

3 0 nucleic acid sequence comprising: 

(i) a signal peptide-encoding nucleic acid section, 

(ii) a nucleic acid section coding for the passenger 
peptide or/and passenger polypeptide to be 
presented, 

35 (iii) where appropriate a nucleic acid section coding 
for a protease recognition site, 
(iv) a nucleic acid section coding for a 
transmembrane linker and 




(v) a nucleic acid section coding for a transporter 

domain of an autotransporter ; 
where the nucleic acid section (ii) is heterologous in 
relation to the nucleic acid section coding for the 
5 transporter domain (v) , and where the host bacterium is 
homologous in relation to the nucleic acid section 
coding for the transporter domain (v) . 

37.^ Host bacterium according to Claim 36, 
characterized in that it is an E.coli cell. 
10 38. fif) Host bacterium according to any of Claims 36- 
37, characterized in that the nucleic acid section (v) 
codes for the transporter domain of the AIDA protein or 
a variant thereof . . 



